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1 UVOD 
1.1 OPREDELITEV PROBLEMA 
Egerolizini so temperaturno nestabilni β-strukturni proteini, z največ predstavniki iz 
kraljestva gliv. Uvrščamo jih med manjše proteine, v velikostnem razponu od ~13 do 20 
kDa. Obstojni so v širokem območju pH in imajo nizko izoelektrično točko (Berne in sod., 
2009). Zanje je značilna vezava na različne lipide, lipidne vezikle ali lipidne dvosloje. Za 
določene izmed njih se je izkazalo, da lahko sami ali v povezavi z MACPF/CDC (angl. 
membrane attack complex perforin/cholesterol-dependent cytolysin) partnerskim proteinom 
tvorijo pore (Butala in sod., 2017). Kljub temu, da je njihova biološka vloga še nerazjasnjena, 
domnevajo, da bi lahko sodelovali pri razvoju ali obrambi in preživetju organizma. 
 
Nedavno so odkrili, da je skupna lastnost nekaterih bakterijskih in glivnih egerolizinov 
vezava na ceramid fosfoetanolamin (CPE), najbolj zastopan sfingolipid v membranah 
nekaterih nevretenčarjev in praživali, medtem ko se v membranah vretenčarjev nahaja le v 
sledovih (Bhat in sod., 2015). Vezava nigerolizina A2 (NigA2) iz nitaste glive Aspergillus 
niger (Maruša Novak, doktorska disertacija), pleurotolizina A2 (PlyA2) iz gobe Pleurotus 
eryngii (Bhat in sod., 2015) in egerolizina RahU iz bakterije Pseudomonas aeruginosa (Eva 
Kočar, osebno poročilo) je bila dokazana samo na lipidnih veziklih, sestavljenih iz 
ekvimolarnega razmerja CPE in holesterola (Hol). S tem magistrskim delom smo želeli bolje 
opredeliti vezavne lastnosti omenjenih egerolizinov na lipidne vezikle z različnimi deleži 
CPE in Hol ali drugih sterolov, z namenom potencialne uporabe egerolizinskih proteinov za 
označevanje in zatiranje škodljivcev, ki v svojih membranah vsebujejo CPE. 
1.2 CILJI IN HIPOTEZE 
Cilj magistrskega dela je bil pripraviti multilamelarne (MLV) in majhne unilamelarne 
vezikle (SUV) z različno vsebnostjo CPE, različnimi steroli in različno vsebnostjo Hol. 
Zanimalo nas je, na katere od teh MLV se vežejo rekombinantni egerolizini NigA2, PlyA2 
in RahU, kar smo preverili s testom sedimentacije in poliakrilamidno gelsko elektroforezo v 
prisotnosti natrijevega dodecil sulfata (NaDS-PAGE). Za boljšo opredelitev vezave smo 
nato z metodo površinske plazmonske resonance (SPR) preverili še vezavo na SUV. Eden 
izmed končnih ciljev je bil tudi spremljati permeabilizacijsko aktivnost egerolizina PlyA2 v 
kombinaciji s partnerskim proteinom pleurotolizinom B (PlyB), s pomočjo fluorimetričnega 
testa sproščanja kalceina iz lipidnih veziklov z različno sestavo. 
 
Pred samo izvedbo eksperimentalnega dela, smo si postavili nekaj ključnih hipotez: 
1. Glede na opredeljene vezavne lastnosti nekaterih egerolizinov iz višjih gliv, erilizin A 
(EryA) (Sara Podržaj, magistrsko delo) in ostreolizin A (OlyA) (Ivana Pavlic, diplomsko 
delo), pričakujemo, da se bodo tudi egerolizini NigA2, PlyA2 in RahU vezali na lipidne 
2 
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vezikle z vsebnostjo, nižjo od 50 molskih % CPE ali Hol, kot tudi na nekatere vezikle, 
sestavljene iz CPE in različnih sterolov. 
2. Predvidevamo, da bo egerolizin PlyA2 v kombinaciji s partnerskim proteinom PlyB 
permeabiliziral membrane veziklov, ki vsebujejo CPE. 
  
3 
Mordej M. Karakterizacija vezave izbranih egerolizinov na lipidne vezikle z različno sestavo. 
   Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2018  
 
2 PREGLED OBJAV 
2.1 EGEROLIZINI 
Porotvorni proteini so toksini, ki oblikujejo pore v celičnih membranah. Predstavljajo 
obsežno skupino proteinov, ki jih najdemo v vseh življenjskih kraljestvih. Bakterijski in 
živalski porotvorni proteini so dobro preučeni in sodelujejo predvsem pri obrambi ali 
napadu, medtem ko se o vlogah glivnih porotvornih proteinov ve le malo. Mednje uvrščamo 
proteine MACPF/CDC, aerolizine, flamutoksine, delta-endotoksine, falolizine in 
egerolizine. Slednji lahko povzročijo tvorbo por neposredno ali v kombinaciji s partnerskim 
proteinom z domeno MACPF (Novak in sod., 2015; Butala in sod., 2017). 
 
Berne in sod. so leta 2002 iz gob Pleurotus ostreatus in Agrocybe aegerita izolirali in opisali 
proteina, imenovana ostreolizin (Oly) in egerolizin Aa-Pri1. Po zadnjem je družina 
egerolizinov dobila ime (Berne in sod., 2002). Asp-hemolizin je bil prvi egerolizin z znanim 
zaporedjem (Ebina in sod., 1994), izoliran iz filamentozne glive Aspergillus fumigatus 
(Sakaguchi in sod., 1975). Je hemolitičen protein, ki se veže na lizofosfolipide in oksidirane 
lipoproteine nizke gostote (LDL) (Sakai in sod., 1994; Kudo in sod., 2001). Dolgo časa je 
veljalo prepričanje, da je Asp-hemolizin eden izmed pomembnejših virulenčnih dejavnikov 
povzročitelja invazivne aspergiloze, glive Aspergillus fumigatus, vendar so leta 2011 
Wartenberg in sod. prišli do ugotovitev, ki so temu nasprotovale. Med egerolizinom Aa-Pri1 
in Asp-hemolizinom je 43 % podobnosti v aminokislinskem zaporedju (Fernandez Espinar 
in Labarere, 1997). Do danes egerolizinsko družino (PF06355) sestavlja več kot 350 
proteinov (UniProt, 2018), njihovo število pa naj bi se na račun določevanja novih 
genomskih zaporedij še povečalo. 
 
Egerolizini spadajo med manjše (~13 kDa do 20 kDa), kisle in temperaturno nestabilne 
proteine z dvema ohranjenima cisteinskima ostankoma (Berne in sod., 2009; Novak in sod., 
2015). Zanje je značilno, da so obstojni v širokem območju pH (Berne in sod., 2009). 
Egerolizini so β-strukturni proteini, kar so določili že Berne in sod. (2005), kasneje pa je to 
neodvisno potrdila še kristalna struktura bakterijskega egerolizina Cry34Ab1 iz Bacillus 
thuringiensis (Schnepf, 2013). 
 
Egerolizinska proteinska domena je bogata z aromatskimi (~10 %) in nabitimi (20-24 %) 
aminokislinskimi ostanki (Fukuchi in sod., 1996a). Egerolizini iz debla prostotrosnic in rodu 
Aspergillus vsebujejo skupek negativno nabitih aminokislin (Berne in sod., 2009). Ta 
segment, ki je homologen ApoB-vezavnemu mestu receptorja za človeški LDL (Rice in sod., 
2000), veže oksidirane LDL (Fukuchi in sod., 1996b; Fukuchi in sod., 1998; Rao in sod., 
2008). Sakurai in sod. (2004) so predlagali, da je omenjeni negativno nabiti predel vključen 
v prepoznavanje holinskega dela sfingomielina (SM). Še ena posebnost egerolizinske 
proteinske domene je ohranitev cisteina in določenih triptofanskih ostankov, ki naj bi 
vplivali na strukturno in funkcijsko vlogo (Berne in sod., 2009). Cisteinski ostanki so ključni 
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za hemolitično delovanje Oly (Berne in sod., 2002) in Asp-hemolizina (Kudo in sod., 2002). 
Regije, bogate s triptofanskimi aminokislinami, so pri določenih porotvornih proteinih 
udeležene pri začetni pritrditvi proteina na membrano (Kamaguchi in sod., 1979; Hong in 
sod., 2002). Aromatski ostanki so skupaj s cisteinskimi ostanki vključeni v vezavo od Hol-
odvisnih bakterijskih porotvornih toksinov na sterole (Ramachandran in sod., 2002). 
2.1.1 Pojavljanje egerolizinov v organizmih 
Egerolizine najdemo tako med predstavniki evkariontov, kot tudi v skupini prokariontov. 
Večina vrst, katerih geni kodirajo egerolizine, je navzočih v glivnem kraljestvu in pripada 
skupinama zaprtotrosnic ter prostotrosnic (Berne in sod., 2009). Ostali proteini so bili odkriti 
v bakterijah (firmikute in gamaproteobakterije), rastlinah, praživalih, žuželkah in virusih 
(UniProt, 2018). Nukleotidna zaporedja, ki kodirajo egerolizine so npr. našli v drežici 
Selaginella moellendorffii, migetalkarju Stylonychia lemnaeta in luknjičarki Reticulomyxa 
filosa. Podrobna genomska analiza je razkrila, da lahko nekateri genomi kodirajo številne 
egerolizinske izoforme (Butala in sod., 2017). 
2.1.2 Interakcije egerolizinov z lipidi, lipidnimi derivati in membranami 
Egerolizini se vežejo na različne lipide, lipidne vezikle ali lipidne dvosloje. Raziskave na 
proteinih Asp-hemolizinu iz glive Aspergillus fumigatus in RahU iz bakterije Pseudomonas 
aeruginosa, so privedle do prvih izsledkov o njihovi vezavi z lipidnimi derivati, kot so 
lizofosfolipidi in ramnolipidi (Kudo in sod., 2001; Kudo in sod., 2002; Rao in sod., 2008; 
Miklavič in sod., 2015). Izkazalo se je, da RahU že v mikromolarnih koncentracijah 
interagira z monoramnolipidi (Miklavič in sod., 2015). Asp-hemolizin se veže na 
komponente krvne plazme in na plazemske lipoproteine, še posebej na LDL (Fukuchi in 
sod., 1996a, 1996b). Asp-hemolizin in rekombinantni RahU se direktno vežeta na 
lizofosfatidilholin, ki je glavna komponenta oksidiranih LDL (Kudo in sod., 2002; Rao in 
sod., 2008; Miklavič in sod., 2015). V nasprotju z Asp-hemolizinom in RahU, pa se 
egerolizin OlyA in še dva bakterijska predstavnika iz Clostridium bifermentans in Vibrio 
cholerae ne vežejo na lizofosfolipide (Ota in sod., 2013; Miklavič in sod., 2015). 
 
Kasneje je bilo ugotovljeno, da se glivni egerolizini selektivno vežejo na SM ali CPE v 
kombinaciji z membranskim Hol (Sepčić in sod., 2004; Tomita in sod., 2004; Bhat in sod., 
2013; Ota in sod., 2013; Skočaj in sod., 2014; Bhat in sod., 2015). Oly ne more vezati čistega 
Hol (Sepčić in sod., 2003), po drugi strani pa je ta sterol odločilen za njegovo membransko 
aktivnost, ki sovpada s koncentracijo Hol v membranah (de Almeida in sod., 2003; Karlsson 
in sod., 2003). OlyA se veže na membranske domene, bogate s kombinacijama SM in Hol 
ali CPE in Hol (Ota in sod., 2013; Bhat in sod., 2015). Ker sam po sebi ni toksičen, je bil z 
namenom označevanja omenjenih domen v pritrjenih in živih celicah, narejen fluorescenčni 
fuzijski protein OlyA-mCherry (Skočaj in sod., 2014). Bhat in sod. (2013) so pripravili dva 
fluorescenčna fuzijska derivata proteina PlyA2: EGFP (angl. enhanced green fluorescent 
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protein) so spojili z N (EGFP-PlyA2) in C (PlyA2-EGFP) koncem proteina. Fuzija EGFP-
PlyA2 je popolnoma odpravila sposobnost vezave na lipide, zato so za označevanje pritrjenih 
celic HeLa uporabili PlyA2-EGFP. Z njim so preverili vezavo na ekvimolarne mešanice SM 
in različnih sterolov. Visoko vezavno afiniteto so zaznali pri veziklih s Hol, β-sitosterolom 
(β-sit), 7-dehidroholesterolom (7-deh), šibko pa pri ergosterolu (Erg). PlyA2-EGFP se ni 
vezal na vezikle, ki so vsebovali lanosterol (Lan), 6-ketoholestanol in epiholesterol. 
Predhodna inkubacija celic z metil-β-ciklodekstrinom ali sfingomielinazo, je v celoti 
odpravila sposobnost vezave omenjenega fluorescenčnega fuzijskega proteina, kar nakazuje 
na to, da sta SM in Hol predpogoj za vezavo egerolizinov na membrane (Bhat in sod., 2013). 
 
Egerolizinske izoforme iz glivnega rodu Pleurotus, so si med seboj 78-99 % identične 
(Kurahashi in sod., 2013), zaradi česar lahko ločujejo minimalne strukturne razlike v 
sfingolipidnih in Hol nanodomenah (Butala in sod., 2017). Predstavniki omenjenega rodu, 
kot so Oly, OlyA, PlyA in PlyA2, selektivno interagirajo z mešanicami SM in Hol, ki v 
sestavi ponazarjajo raftom podobne membranske nanodomene (Sepčić in sod., 2004; Tomita 
in sod., 2004; Bhat in sod., 2013; Ota in sod., 2013; Skočaj in sod., 2014; Lukoyanova in 
sod., 2015). PlyA se veže na membrane, ki vsebujejo SM in ≥ 30 molskih odstotkov Hol 
(Tomita in sod., 2004). Bhat in sod. (2015) so objavili izsledke raziskave, v katero so bili 
vključeni fluorescenčni fuzijski derivati egerolizinov PlyA2, Oly in EryA. Vsi trije se močno 
vežejo na liposome sestave CPE:Hol (1:1). Izmed njih je bil PlyA2-EGFP edini, ki se je 
vezal na vezikle sestave CPE:fosfatidilholin (1:1). EryA je edini egerolizin iz rodu 
Pleurotus, ki se ne veže na liposome, ki vsebujejo samo CPE ali kombinacijo SM:Hol 
(Shibata in sod., 2010; Bhat in sod., 2015). 
 
Določene molekule inhibirajo vezavo egerolizinov na različne membranske komponente. 
Milimolarne koncentracije N-glikozil nevraminske kisline inhibirajo vezavo eringolizina 
(Ngai in Ng, 2006). Interakcijo Oly z membranskimi domenami bogatimi s Hol lahko 
zmanjša ali prekine dodatek mono- ali di-nenasičenega fosfatidilholina (Sepčić in sod., 
2004), zamenjava Hol z drugimi naravnimi steroli ali derivati Hol (Rebolj in sod., 2006), 
dodatek mikromolarnih koncentracij maščobnih kislin in lizofosfolipidov (Sepčić in sod., 
2003) ter predhodna obdelava celičnih membran z metil-β-ciklodekstrinom (Chowdhury in 
sod. 2008). Membranska aktivnost egerolizinov je lahko inhibirana tudi z dodatkom seruma 
(Yokota in sod., 1985; Zitzer in sod., 1999; Sepčić in sod., 2003). Litična aktivnost 
egerolizinov se ne spremeni po inkubaciji s čistimi sfingofosfolipidi, glicerofosfolipidi ali 
Hol (Yokota in sod., 1985; Sepčić in sod., 2003). Različni lizofosfolipidi v nizkih 
mikromolarnih koncentracijah zavirajo vezavo OlyA in tvorbo por mešanice OlyA/PlyB 
(Sepčić in sod., 2003; Chowdhury in sod., 2008). 
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2.1.3 Porotvorna aktivnost egerolizinov 
Litičen proces večine porotvornih proteinov se začne s prepoznavo točno določene 
membranske komponente (Berne in sod., 2009). Kljub temu, da egerolizine uvrščamo med 
porotvorne proteine, neposredna sposobnost tvorbe por ne velja za vse. Nekateri potrebujejo 
za končen litičen učinek partnerski protein z domeno MACPF. Egerolizini Asp-hemolizin, 
nativni egerolizin Aa-Pri1, rekombinantni terelizin (Aspergillus terreus) in eringolizin 
(Pleurotus eryngii) so hemolitično aktivni sami po sebi (Berne in sod., 2002; Ngai in Ng, 
2006; Nayak in sod., 2011). Po drugi strani pa za OlyA, PlyA in EryA velja, da sami po sebi 
niso (hemo)litični, ampak delujejo kot bikomponentni porotvorni proteini s PlyB ali EryB, 
ki spadata v naddružino proteinov MACPF/CDC (Tomita in sod., 2004; Shibata in sod., 
2010; Gilbert in sod., 2013; Ota in sod., 2013; Anderluh in sod., 2014). Tomita in sod. (2004) 
so ugotovili, da egerolizin PlyA iz gobe Pleurotus ostreatus, sam po sebi ni citolitičen, 
ampak doseže litičen učinek šele v kombinaciji z drugim glivnim proteinom, PlyB, ki ima 
domeno MACPF. Na membrane, ki vsebujejo SM, se najprej veže PlyA in nato PlyB, kjer 
se združita v obročasto oblikovano transmembransko poro s premerom od 3,8 nm do 5,0 nm 
(Tomita in sod., 2004; Lukoyanova in sod., 2015). Litično aktivnost ima tudi OlyA v 
povezavi s PlyB (Ota in sod., 2013) in EryA v kombinaciji z erilizinom B (EryB), ki ima 
domeno MACPF (Shibata in sod., 2010). EryA prav tako deluje litično v kombinaciji s PlyB 
(Sara Podržaj, magistrsko delo). 
 
Končen učinek delovanja egerolizinov je odvisen od same vrste, s katero interagirajo. Asp-
hemolizin tvori pore v membranah eritrocitov in povzroči hemolizo (Berne in sod., 2009). 
Je bolj litičen do kokošjih in človeških eritrocitov kot do glodavčevih (Sakaguchi in sod., 
1975). Ngai in Ng (2006) sta ugotovila, da so sesalski eritrociti v primerjavi s ptičjimi bolj 
občutljivi na delovanje eringolizina. Eringolizin prav tako zavira mitogeni odgovor mišjih 
in podganjih splenocitov ter deluje protibakterijsko na Bacillus subtilis in Bacillus 
megaterium. Divalentni ioni, kot so Hg2+, Cu2+, Fe2+ in Pb2+, odpravijo hemolitično aktivnost 
Asp-hemolizina (Sakaguchi in sod., 1975). Podobno inhibicijo hemolitične aktivnosti Oly in 
eringolizina so povzročile mikromolarne koncentracije Hg2+ in Fe2+ (Berne in sod., 2005; 
Ngai in Ng, 2006). 
2.1.4 Biološka vloga egerolizinov 
Ne glede na to, da so egerolizini razširjeni v vseh življenjskih kraljestvih, njihova biološka 
vloga še vedno ni povsem jasna. Zaradi njihove porotvorne sposobnosti v lipidnih veziklih 
s specifično sestavo in hemolitične aktivnosti, imajo najverjetneje različne vloge (Nayak in 
sod., 2013). 
 
Egerolizini lahko sodelujejo pri bakterijski in glivni sporulaciji (Butala in sod., 2017). Za 
nekatere predstavnike glivnih egerolizinov, kot so OlyA, Aa-Pri1, PlyA in EryA, je bilo 
namreč ugotovljeno, da so visoko izraženi v primordijih in plodiščih (Fernandez Espinar in 
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Labarere, 1997; Berne in sod., 2002; Lee in sod., 2002; Vidic in sod., 2005; Joh in sod., 
2007; Kurahashi in sod., 2013). Kljub temu so Berne in sod. (2007) v nesporulirajočem sevu 
bukovega ostrigarja (Pleurotus ostreatus) zaznali velike količine OlyA, kar nasprotuje 
neposredni udeležitvi omenjenega proteina v sporulaciji. Poleg tega, so se egerolizini 
uveljavili kot virulenčni dejavniki patogenih gliv in bakterij. 
 
Že sama lokacija egerolizinskih genov malo pomaga pri razjasnitvi njihove splošne funkcije 
v organizmu. V bakterijah so lahko egerolizinske determinante prisotne na operonih z dvema 
do štirimi geni, ki kodirajo holoinsekticidne toksine (Butala in sod., 2017). Produkcija 
bakterijskih egerolizinov je povezana s prilagoditvijo na stres ali celično gostoto (Butala in 
sod., 2017). Egerolizin P23 iz molja Pseudoplusia includens naj bi imel vlogo pri celični 
imunosti (Zhang in sod., 2011). 
 
Na podlagi že znanih lastnosti, bi tako egerolizini lahko sodelovali pri rasti in razvoju ali 
obrambi in preživetju organizma, ki ga producira (Berne in sod., 2009; Novak in sod., 2015; 
Butala in sod., 2017). 
2.1.5 Uporaba egerolizinov 
V nasprotju s še nepojasnjeno biološko vlogo egerolizinov, njihova potencialna uporaba 
zaobjema veliko različnih področij. Najpomembnejša je uporaba egerolizinov kot markerjev 
za zaznavanje in označevanje specifičnih membranskih lipidov ter membranskih raftov 
(Berne in sod., 2009; Skočaj in sod., 2014; Novak in sod., 2015). Primera označevalcev 
lipidnih raftov sta netoksična fluorescenčna fuzijska proteina OlyA-mCherry in PlyA2-
EGFP, ki bi se poleg tega lahko uporabila tudi za preučevanje njihove biološke vloge v 
zdravih in abnormalnih tkivih ali celicah (Novak in sod., 2015). Nekateri egerolizini delujejo 
antiproliferativno, protibakterijsko in protitumorsko (Berne in sod., 2009). Ker so glivni 
egerolizini vpleteni v razvoj organizma, bi se jih lahko posledično uporabilo za raziskave 
izboljšanja kultivacije komercialno pomembnih užitnih gob (Berne in sod., 2009). 
Morebitna medicinska uporaba omenjenih proteinov pokriva tudi področje preprečevanja 
ateroskleroze (Berne in sod., 2009). 
 
Egerolizini lahko služijo kot biomarkerji v diagnozi oportunističnih glivnih bolezni, kot je 
npr. invazivna aspergiloza (Nayak in sod., 2013; Novak in sod., 2015). Gen, ki kodira Asp-
hemolizin, je prekomerno izražen med samo okužbo, zato je bil predlagan kot nova tarča za 
specifično zaznavanje glive Aspergillus fumigatus z metodo verižne reakcije s polimerazo v 
realnem času (qPCR) (Abad-Diaz-de-Cerio in sod., 2013). Možno je določiti tudi začetek 
pojava okužbe (egerolizin zaznamo v kalečih konidijih, medtem ko ga v nekalečih ne 
zaznamo). Ker se določeni glivni egerolizini, kot so Asp-hemolizin, terelizin in egerolizin 
An01g09980 (NigA2), sproščajo v gojišče, bi lahko njihovo prisotnost v krvi potrdili tudi s 
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protitelesi proti egerolizinom (Novak in sod., 2015). Anti-Asp-hemolizin IgG lahko zaščiti 
miši pred okužbami, ki se širijo s sporami (Budzko in Negroni, 1976). 
 
Egerolizine bi se lahko uporabilo tudi v diagnostiki in patoloških študijah, ki so povezane z 
motnjami v lipidnem metabolizmu, kot sta Niemann-Pickova bolezen tipa A in B. OlyA in 
PlyA2 bi se potencialno lahko uporabila za dostavo fuzijskih proteinov, kot so encimi, do 
zgodnjih endosomov in poznih kaveolarnih kompartmentov (Skočaj in sod., 2014). 
Sposobnost vezave določenih egerolizinov na CPE odpira novo področje njihove uporabe 
za označevanje in zatiranje škodljivih organizmov, ki v svojih membranah vsebujejo CPE 
(Bhat in sod., 2015). 
2.1.6 Izbrani predstavniki egerolizinov 
Do sedaj je bilo podrobno raziskanih le nekaj egerolizinskih predstavnikov. V nadaljevanju 
so predstavljeni trije primeri egerolizinov in en protein z domeno MACPF. 
2.1.6.1  Nigerolizin A2 
NigA2 je približno 16 kDa velik egerolizin, ki ga proizvaja filamentozna gliva Aspergillus 
niger (Maruša Novak, doktorska disertacija). Omenjena gliva je med rastjo na agarni plošči, 
dopolnjeni z ovčjo krvjo, sprožila hemolizo. Kljub temu je nedavna raziskava pokazala, da 
egerolizini niso odgovorni za pojav hemolize v Aspergillus niger, ampak naj bi jo povzročila 
povečana produkcija prostih maščobnih kislin (Novak in sod., 2014). 
 
Fluorescenčno označen NigA2-eYFP se je nahajal v citoplazmi mladih in starih hif, v času 
sporulacije pa je bil opažen tudi v sporah in konidioforih (Maruša Novak, doktorska 
disertacija). Rekombinantni NigA2 se veže na lipidne vezikle, sestave CPE:Hol (1:1), vendar 
v njih ne tvori por. Omenjeni egerolizin pa se ne veže na vezikle, sestavljene iz CPE:POPC 
(1:1), SM:Hol (1:1) in POPC:Hol (1:1) (Denis Rajnović, diplomsko delo). 
2.1.6.2 Pleurotolizin A2 in pleurotolizin B 
Bhat in sod. (2013) so v užitni gobi Pleurotus eryngii identificirali 15 kDa velik ortolog že 
poznanega egerolizina PlyA (Pleurotus ostreatus) in ga poimenovali PlyA2. Gre za 138 
aminokislin dolg polipeptid s šestimi triptofanskimi ostanki na mestih 6, 28, 92, 103 in 112. 
Ti ostanki so dobro ohranjeni tudi med egerolizini PlyA, Oly in EryA. Aminokislinsko 
zaporedje PlyA2 je v 80 % identično aminokislinskemu zaporedju Oly in EryA (Bhat v sod., 
2013). PlyA2 se veže na liposome, sestavljene iz ekvimolarnega razmerja SM:Hol, CPE:Hol 
in CPE:fosfatidilholin ter v manjši meri tudi na domene, ki vsebujejo samo CPE. (Bhat in 
sod., 2015). Enako kot njegovi homologi PlyA, Oly in EryA tudi sam PlyA2 ni toksičen. 
 
PlyB je 59 kDa velik protein, ki ga proizvaja gliva Pleurotus ostreatus. Vsebuje domeno 
MACPF in spada v naddružino proteinov MACPF/CDC (Ota in sod., 2013). Do sedaj je bilo 
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odkrito, da ima PlyB v kombinaciji z egerolizini OlyA, EryA in PlyA litičen učinek 
delovanja, sam po sebi pa ni litičen (Sakurai in sod., 2004; Ota in sod., 2013; Sara Podržaj, 
magistrsko delo). 
2.1.6.3 Egerolizin RahU 
RahU je približno 15 kDa velik egerolizin, ki ga proizvaja po Gramu negativna bakterija 
Pseudomonas aeruginosa (Rao in sod., 2008). Sev omenjenega oportunističnega patogena 
so med drugim izolirali tudi iz okuženih pljuč pacientov s cistično fibrozo. Lizofosfolipidi 
inducirajo sintezo RahU (Rao in sod., 2011a). Njegov domneven partnerski protein še ni bil 
odkrit. RahU se veže z lizofosfolipidi, ramnolipidi in oksidiranim LDL, medtem ko se ne 
veže na liposome sestave SM:Hol (Rao in sod., 2008; Miklavič in sod., 2015). Lahko moti 
tvorbo biofilmov in uravnava prirojeno imunost ter vnetje v gostiteljskih celicah (Rao in 
sod., 2011a, 2011b; Miklavič in sod., 2015). 
 
Promotor rahU se odziva na zaznavanje kvoruma. Ob visoki celični gostoti se akumulirata 
globalni transkripcijski faktor RhlR in N-butanoil-L-homoserin lakton (Miklavič in sod., 
2015) ter inducirata izražanje gena rahU na začetku stacionarne faze (Rao in sod., 2008). 
2.2 BIOLOŠKE MEMBRANE IN LIPIDI 
Membrane so kompleksne in dinamične strukture, ključne za življenje. Sestavljene so iz 
lipidov in proteinov s spremenljivo količino ogljikovih hidratov, pritrjenih na površino 
(Gennis, 1989). Poleg transporta potekajo v bioloških membranah še številni drugi procesi, 
kot so znotrajcelična signalizacija, regulacija, medcelična komunikacija in prepoznavanje. 
Plazemska membrana definira celične meje, notranje membrane pa vrsto celičnih organelov. 
Strukturna podobnost vseh membran je v veliki meri posledica polarnih lipidov, ki 
sestavljajo lipidni dvosloj (Stillwell, 2016). 
 
Lipidi so biološke molekule, topne v organskih topilih in netopne v vodi. Človeško telo lahko 
vsebuje približno 1000 različnih vrst lipidov. Njihove funkcije so zelo obsežne in raznolike, 
med drugim lipidi sodelujejo pri prenosu elektronov in v energijskem metabolizmu ter imajo 
vlogo signalnih molekul, antioksidantov, hormonov itn. (Stillwell, 2016). Fahy in sod. 
(2005) so na podlagi strukture razdelili lipide na osem glavnih kategorij: maščobne kisline, 
glicerolipidi, glicerofosfolipidi, sfingolipidi, sterolni lipidi, prenolni lipidi, saharolipidi in 
poliketidi. Kljub temu so med živalskimi lipidi pomembne tri skupine: glicerofosfolipidi, 
sfingolipidi in steroli. Med glicerofosfolipide uvrščamo fosfatidilholin, fosfatidiletanolamin, 
fosfatidilinozitol, fosfatidilglicerol, fosfatidilserin, fosfatidno kislino in kardiolipin. 
Fosfatidilholin je glavni fosfolipid, ki ga najdemo v živalskih membranah. Na prvi sliki je 
prikazana struktura palmitoil-oleoil fosfatidilholina (POPC). Medtem ko se večina lipidov 
sintetizira v endoplazemskem retikulumu, se kardiolipin sintetizira na notranji strani 
notranje mitohondrijske membrane. Biosinteza fosfolipidov vključuje več poti, ki se med 
10 
Mordej M. Karakterizacija vezave izbranih egerolizinov na lipidne vezikle z različno sestavo. 
   Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2018  
 
seboj prekrivajo. Dve glavni sta Kennedyjeva pot in CDP-DAG pot, ki proizvajata 
fosfatidilholin in fosfatidiletanolamin. Vsi predstavniki sfingolipidov v svoji strukturi 
vsebujejo sfingozin. SM je večinski sfingolipid pri ljudeh, medtem ko je v rastlinah in 
bakterijah le redko prisoten (Stillwell, 2016). 
 
 
Slika 1: Kemijska struktura palmitoil-oleoil fosfatidilholina 
2.2.1 Lipidni rafti 
SM je ključen sfingolipid v sesalskih celicah (Bhat in sod., 2013). Skupaj s Hol tvori 
specifične lipidne mikrodomene v modelnih in bioloških membranah (Pralle in sod., 2000; 
London, 2005). Te domene se imenujejo lipidni rafti (Lingwood in Simons, 2010). Danes so 
rafti definirani kot dinamični, a hkrati urejeni nanometrski lipidni skupki, bogati s steroli in 
sfingolipidi. Obstajajo v t. i. tekoče-urejeni fazi, ki je, v primerjavi s tekoče-neurejeno fazo, 
bolj odporna na raztapljanje z detergenti (London, 2002). Imajo ključno vlogo v številnih 
celičnih procesih, kot so prenosi signalov, membranski transport, vstop patogenov in 
pritrditev različnih ligandov (Simons in Ikonen, 1997; Simons in Toomre, 2000; Ikonen, 
2001; Edidin, 2003). Lipidni rafti sodelujejo pri različnih boleznih, kot so Alzheimerjeva in 
Parkinsonova bolezen, sistemski eritematozni lupus, AIDS ter kardiovaskularne in prionske 
bolezni (Michel in Baković, 2007). Te domene lahko selektivno vključijo ali izključijo 
proteine iz membrane in posledično regulirajo interakcije med proteini ter proteinsko-lipidne 
interakcije (Ikonen, 2001). 
 
Rafte so zasledili tudi v drugih evkariontih, kot so kvasovke in rastline (Martin in sod., 2005; 
Wachtler in Balasubramanian, 2006). V omenjenih organizmih, je membranski Hol 
zamenjan ali mu je dodan sterol, kot je npr. Erg, β-sit, kampesterol in stigmasterol (Sti). 
Vizualizacija membranskih raftov je težavna zaradi njihove časovne nestabilnosti in 
majhnosti (van Zanten in sod., 2010). Poleg mikroskopskih tehnik, so bili nekateri 
fluorescenčno označeni in kemijsko modificirani mutanti citolizinov predlagani kot 
morebitni markerji za rafte. Te proteini ne samo, da prepoznajo posamezno lipidno 
komponento, ki je obogatena v raftih, ampak tudi specifično zaznajo njihovo porazdelitev v 
membranah (Rebolj in sod., 2006). Primera le teh sta lizenin, ki prepozna membranske 
domene bogate s SM (Ishitsuka in sod., 2005; Kiyokawa in sod., 2005) in perfringolizin O, 
ki se veže na lipidne rafte bogate s Hol (Waheed in sod., 2001; Ohno-Iwashita in sod., 2004). 
Fluorescenčni fuzijski derivati egerolizinov iz glive Pleurotus so se prav tako izkazali za 
koristne pri sledenju teh domen v živih sesalskih celicah. Bhat in sod. (2013) so dokazali, da 
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PlyA2-EGFP selektivno označi domene bogate s SM in Hol v membranah celic HeLa. OlyA-
mCherry označi specifične membranske domene bogate s SM in Hol v živih in pritrjenih 
epitelnih celicah pasjih ledvic (MDCK) (Skočaj in sod., 2014). Lipidni rafti lahko izboljšajo 
membransko permeabilizirajočo aktivnost porotvornih proteinov tako, da jih razvrstijo v 
neraftne lipidne domene (Rebolj in sod., 2006). 
2.2.2 Ceramid fosfoetanolamin 
CPE je analog SM in spada v skupino sfingolipidov. Sfingolipidi so bioaktivni lipidi, ki 
vplivajo na membransko strukturo in sodelujejo pri številnih bioloških funkcijah, kot so 
celična rast, endocitoza in izločanje (Hannun in Obeid, 2008). CPE prevladuje v membranah 
nevretenčarjev, praživali in bakterij, v vretenčarskih membranah pa je prisoten le v sledovih 
(Bhat in sod., 2015). CPE vsebujejo predstavniki rodov Drosophila in Musca (Kraut, 2011). 
Omenjeni sfingolipid se skupaj s SM nahaja v razvojnem stadiju Trypanosoma brucei, 
povzročitelja spalne bolezni in živalskega obolenja nagana, ko je parazit prisoten v krvnem 
obtoku (Sutterwala in sod., 2008; Bhat in sod., 2015). 
 
Za razliko od SM (Slika 2), ima CPE (Slika 3) namesto fosfoholinskega ostanka na enaki 
poziciji fosfoetanolamin in v modelnih membranah ne tvori lipidnih domen s Hol (Terova 
in sod., 2005). CPE tvori, v primerjavi s SM, močnejše medmolekulske vezi in ima 
posledično višjo temperaturo faznega prehoda (Terova in sod., 2005). Proteina SMSr (angl. 
sphingomyelin synthase-related) in v manjšem obsegu SMS2 (angl. sphingomyelin synthase 
2) sta odgovorna za produkcijo CPE v sesalskih celicah (Ternes in sod., 2009; Vacaru in 
sod., 2009). SMSr katalizira prenos polarne glave fosfatidiletanolamina na ceramid (Bhat in 
sod., 2015). Pri muhah iz rodu Drosophila je za večino produkcije CPE odgovorna CPE 
sintaza (Vacaru in sod., 2013). 
 
Fluorescenčni egerolizinski derivati iz glive Pleurotus eryngii so omogočili sledenje 
vsebnosti CPE v celičnih membranah nevretenčarjev, pri čemer je PlyA2-EGFP razkril 
povečanje vsebnosti CPE v centralnem živčnem sistemu ličink Drosophila (Bhat in sod., 
2015). Fluorescenčno označen EryA-EGFP lahko označi krvno obliko parazita 
Trypanosoma brucei (Bhat in sod., 2015). Posledično bi se lahko določene egerolizine 
uporabilo kot orodje za detekcijo in (v kombinaciji z MACPF-partnerskim proteinom) 
morebitno uničevanje škodljivih organizmov, ki v svojih membranah vsebujejo CPE. 
 
 
Slika 2: Kemijska struktura sfingomielina 
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Slika 3: Kemijska struktura ceramid fosfoetanolamina 
2.2.3 Steroli 
Steroli so ključne komponente evkariontskih membran (Slika 4). Pri živalih je glavni sterol 
Hol, v glivah Erg in v rastlinah β-sit. Prokarionti ne vsebujejo sterolov. V bakterijskih 
membranah funkcijo sterolov opravljajo lipidi, imenovanimi hopanoidi (Patterson in Nes, 
1991; Parish in Nes, 1997). Biosinteza sterolov poteka v endoplazemskem retikulumu. 
Steroli kontrolirajo membransko fluidnost (Stillwell, 2016). 
 
 
Slika 4: Kemijske strukture izbranih sterolov 
Francois Poulletier de la Salle je okoli leta 1758 iz žolčnih kamnov izoliral Hol. Največ Hol 
se pri vretenčarjih nahaja v možganih (približno ena četrtina celokupnega Hol v telesu), kljub 
temu pa se ga največ sintetizira v jetrih. Hol uravnava fluidnost in prepustnost membran, 
poleg tega je vključen še v številne druge procese, kot so zagotavljanje mehanske moči, 
nadzor faznega obnašanja, podpiranje membranske lateralne organizacije in stabilnosti. Je 
prekurzor za steroidne hormone, žolčne kisline in vitamin D. 3-hidroksi-3-metilglutaril-CoA 
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(HMG-CoA) reduktaza je ključni regulatorni encim mevalonatne poti, v kateri se sintetizira 
Hol, in hkrati tarča statinov (Stillwell, 2016). 
 
Sterola Lan in 7-deh sta prekurzorja Hol v mevalonatni poti (iz Lan se sintetizira 7-deh in iz 
njega v naslednjem koraku Hol). Različne kemijske reakcije in modifikacije pripeljejo do 
nastanka derivatov Hol, med katerimi je tudi 5-holesten-3-on (5-h-3). Sti, je poleg β-sit, še 
en predstavnik rastlinskih sterolov.  
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3 MATERIAL IN METODE 
3.1 MATERIAL 
3.1.1 Kemikalije 
Preglednica 1: Nabor uporabljenih kemikalij (BSA: goveji serumski albumin, EDTA: etilendiamintetraocetna 
kislina, HCl: vodikov klorid, NaCl: natrijev klorid, NaHCO3: natrijev hidrogenkarbonat, NaOH: natrijev 
hidroksid, OG: N-oktil-β-glukopiranozid, TCA: trikloroocetna kislina in TNBSA: trinitrobenzensulfonska 
kislina) 
3.1.2 Organska topila 
Preglednica 2: Nabor uporabljenih organskih topil 
3.1.3 Proteini 
Preglednica 3: Nabor uporabljenih egerolizinov (NigA2: nigerolizin A2, PlyA2: pleurotolizin A2 in PlyB: 
pleurotolizin B) 
BSA Sigma-Aldrich, ZDA 
EDTA Merck, Nemčija 
HCl Merck, Nemčija 
Glicin Merck, Nemčija 
Kalcein Sigma-Aldrich, ZDA 
Komplet Free Cholesterol E Wako Pure Chemical Industries, Japonska 
Komplet LabAssay Phospholipid Wako Pure Chemical Industries, Japonska 
NaCl Merck, Nemčija 
NaHCO3 Merck, Nemčija 
NaOH Merck, Nemčija 
OG Biosynth, Švica 
Sephadex G-50 GE Healthcare, Švedska 
TCA Merck, Nemčija 
TNBSA SERVA Feinbiochemica, Nemčija 
Tris-HCl Duchefa Biochemie, Nizozemska 
Triton X-100 Sigma-Aldrich, ZDA 
Aceton Carlo Erba Reagents, Francija 
Etanol Merck, Nemčija 
Kloroform Carlo Erba Reagents, Francija 
Metanol Carlo Erba Reagents, Francija 
NigA2 pripravila Maruša Novak 
PlyA2 pripravila Anastasija Panevska 
PlyB pripravila Anastasija Panevska in Haris Munjaković 
RahU pripravila Eva Kočar 
15 
Mordej M. Karakterizacija vezave izbranih egerolizinov na lipidne vezikle z različno sestavo. 
   Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2018  
 
3.1.4 Lipidi 
Preglednica 4: Nabor uporabljenih lipidov (5-h-3: 5-holesten-3-on, 7-deh: 7-dehidroholesterol, β-sit: β-
sitosterol, CPE: ceramid fosfoetanolamin, Erg: ergosterol, Hol: holesterol, Lan: lanosterol, POPC: palmitoil-
oleoil fosfatidilholin in Sti: stigmasterol) 
3.1.5 Lipidni vezikli 
Preglednica 5: Sestave uporabljenih lipidnih veziklov z različno vsebnostjo CPE (CPE: ceramid 
fosfoetanolamin, Hol: holesterol in POPC: palmitoil-oleoil fosfatidilholin) 
Preglednica 6: Sestave uporabljenih lipidnih veziklov z različnimi steroli (CPE: ceramid fosfoetanolamin, 5-
h-3: 5-holesten-3-on, 7-deh: 7-dehidroholesterol, β-sit: β-sitosterol, Erg: ergosterol, Lan: lanosterol, Sti: 
stigmasterol in POPC: palmitoil-oleoil fosfatidilholin) 
Preglednica 7: Sestave uporabljenih lipidnih veziklov z različno vsebnostjo Hol (Hol: holesterol, CPE: ceramid 
fosfoetanolamin in POPC: palmitoil-oleoil fosfatidilholin) 
 
5-h-3 Sigma-Aldrich, ZDA 
7-deh BioChemika, Švica 
β-sit Calbiochem, ZDA 
CPE Matreya LLC, ZDA 
Erg Fluka, Švica 
Hol Avanti Polar Lipids, ZDA 
Lan Sigma-Aldrich, ZDA 
POPC Avanti Polar Lipids, ZDA 
Sti Sigma-Aldrich, ZDA 
CPE:Hol:POPC [mol:mol:mol] 1:49,5:49,5 
CPE:Hol:POPC [mol:mol:mol] 5:47,5:47,5 
CPE:Hol:POPC [mol:mol:mol] 10:45:45 
CPE:Hol:POPC [mol:mol:mol] 20:40:40 
CPE:Hol:POPC [mol:mol:mol] 25:37,5:37,5 
CPE:Hol:POPC [mol:mol:mol] 33,3:33,3:33,3 
CPE:Hol:POPC [mol:mol:mol] 40:30:30 
CPE:5-h-3:POPC [mol:mol:mol] 20:40:40 
CPE:7-deh:POPC [mol:mol:mol] 20:40:40 
CPE:β-sit:POPC [mol:mol:mol] 20:40:40 
CPE:Erg:POPC [mol:mol:mol] 20:40:40 
CPE:Lan:POPC [mol:mol:mol] 20:40:40 
CPE:Sti:POPC [mol:mol:mol] 20:40:40 
CPE:Hol:POPC [mol:mol:mol] 20:20:60 
CPE:Hol:POPC [mol:mol:mol] 20:30:50 
CPE:Hol:POPC [mol:mol:mol] 20:50:30 
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Preglednica 8: Sestave uporabljenih lipidnih veziklov, napolnjenih s kalceinom (CPE: ceramid 
fosfoetanolamin, Hol: holesterol, 5-h-3: 5-holesten-3-on, 7-deh: 7-dehidroholesterol, β-sit: β-sitosterol, Erg: 
ergosterol, Lan: lanosterol, Sti: stigmasterol in POPC: palmitoil-oleoil fosfatidilholin) 
3.1.6 Pufri 
Preglednica 9: Nabor uporabljenih pufrov (NaCl: natrijev klorid, EDTA: etilendiamintetraocetna kislina in 
HCl: vodikov klorid) 
3.1.7 Poliakrilamidna gelska elektroforeza v prisotnosti natrijevega dodecil sulfata 
Preglednica 10: Nabor uporabljenega materiala za izvedbo poliakrilamidne gelske elektroforeze v prisotnosti 
natrijevega dodecil sulfata (NaDS: natrijev dodecil sulfat, APS: amonijev persulfat, DTT: ditiotreitol, HCl: 
vodikov klorid, TEMED: tetrametiletilendiamin in LDS: litijev dodecil sulfat) 
 
CPE:Hol:POPC [mol:mol:mol] 1:49,5:49,5 
CPE:Hol:POPC [mol:mol:mol] 20:40:40 
CPE:Hol:POPC [mol:mol:mol] 40:30:30 
CPE:5-h-3:POPC [mol:mol:mol] 20:40:40 
CPE:7-deh:POPC [mol:mol:mol] 20:40:40 
CPE:β-sit:POPC [mol:mol:mol] 20:40:40 
CPE:Erg:POPC [mol:mol:mol] 20:40:40 
CPE:Lan:POPC [mol:mol:mol] 20:40:40 
CPE:Sti:POPC [mol:mol:mol] 20:40:40 
Pufer s kalceinom 
60 mM kalcein, 140 mM NaCl, 20 mM Tris-HCl  
in 1 mM EDTA; pH = 7,4 
Pufer za redčenje lipidnih veziklov s kalceinom 
140 mM NaCl, 20 mM Tris-HCl in 1 mM EDTA; 
pH = 7,4 
Pufer za vezikle 
140 mM NaCl, 20 mM Tris-HCl in 1 mM EDTA; 
pH = 8,0 
4x NuPAGE LDS Sample Buffer Thermo Fisher Scientific, ZDA 
10x NaDS pufer NaDS, glicin, Tris-HCl in dH2O 
4 % nanašalni gel 
0,5 M Tris-HCl, akrilamid, dH2O, 10 % NaDS, 
TEMED in 1,5 % APS 
12 % ločevalni gel 
3 M Tris-HCl, akrilamid, dH2O, 10 % NaDS, 
TEMED in 1,5 % APS 
40 % Acrylamide/Bis Solution (29:1) Bio-Rad Laboratories, ZDA 
APS Bio-Rad Laboratories, ZDA 
DTT Sigma-Aldrich, ZDA 
PageRuler Plus Prestained Protein Ladder Thermo Fisher Scientific, ZDA 
NaDS Sigma-Aldrich, ZDA 
SimplyBlue SafeStain Invitrogen, ZDA 
TEMED Sigma-Aldrich, ZDA 
Tris-HCl Merck, Nemčija 
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3.1.8 Ostalo 
Preglednica 11: Nabor preostalega uporabljenega materiala 
3.1.9 Laboratorijska oprema 
Preglednica 12: Nabor uporabljene laboratorijske opreme 
3.2 METODE 
3.2.1 Priprava multilamelarnih veziklov 
Najprej smo pripravili založne raztopine posameznih lipidov. Izračunali smo mase lipidov 
in volumne topil, v katerih smo jih kasneje raztopili. Lipide, z izjemo CPE, smo zatehtali v 
konusne stekleničke in jih raztopili v kloroformu. CPE smo raztopili v mešanici 
0,2 in 0,45 μm celulozno acetatni filtri Sartorius Stedim Biotech, Nemčija 
Črne mikrotitrske plošče Costar Corning, ZDA 
Črne mikrotitrske plošče s prozornim dnom Costar Corning, ZDA 
Igle za enkratno uporabo BD, Irska 
Prozorne mikrotitrske plošče Tomtec, Madžarska 
Steklene kroglice Sigma-Aldrich, ZDA 
Analitska tehtnica Sartorius Sartorius, Nemčija 
Avtomatski refraktometer Biacore X100 GE Healthcare, Švedska 
BIO-RAD PowerPac 1000  Bio-Rad Laboratories, ZDA 
Centrifuga Centric 322 A Tehtnica, Slovenija 
Centrifuga Eppendorf Centrifuge 5415 R Eppendorf, Nemčija 
Centrifuga Eppendorf Centrifuge 5418 Eppendorf, Nemčija 
Centrifuga PCV-2400 Grant-bio, Velika Britanija 
Centrifuga Sigma 3-30 KS Sigma-Aldrich, Nemčija 
Hladilnik Gorenje, Slovenija 
Jeklenka z dušikom Messer, Slovenija 
Ledomat Angelantoni Scientifica, Italija 
Magnetno mešalo IKA RET basic IKA, Nemčija 
Magnetno mešalo IKA RCT basic IKA, Nemčija 
Mikročitalec Cytation 3 Imaging Reader BioTek, ZDA 
Mikročitalec Infinite F NANO+ Tecan, Švica 
Mini centrifuga PCV-2400 Grant-bio, Velika Britanija 
Mini-PROTEAN Tetra Cell Bio-Rad Laboratories, ZDA 
Rotavapor R-134 Büchi, Švica 
pH meter Mettler Toledo, Nemčija 
Sonikator Sonics Vibra-cell Sonics and Materials, ZDA 
Stresalnik The Belly Dancer Stovall Life Science, ZDA 
Tehtnica Sartorius Sartorius, Nemčija 
Termostatiran stresalnik Thermo Shaker TS-100 Biosan, Latvija 
Vibracijski stresalnik Vibromiks 203 EVT Tehtnica, Slovenija 
Vrtinčni mešalnik Vibromix 10 Tehtnica, Slovenija 
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kloroform:metanol = 9:1 (v/v) in po potrebi dodali kapljico bidestilirane vode. Dokaz, da so 
se lipidi povsem raztopili, je bila brezbarvna oz. bistra raztopina. Vzeli smo steklene čaše 
(25 ml), vanje največ do polovice natočili vodo in jih postavili na električni grelnik (60 °C). 
Prav tako smo vzeli majhne stekleničke in vanje dodali predhodno izračunan volumen pufra 
za vezikle tako, da je končna koncentracija veziklov znašala 5 mg/ml. Stekleničke s pufrom 
smo stehtali in vanje dodali majhen magnet. 20 minut pred injiciranjem lipidov smo postavili 
zaprte stekleničke s pufrom in magnetkom v čaše z vodno kopeljo ter vklopili magnetno 
mešalo (550 – 600 rpm). Ustrezne količine založnih raztopin posameznih lipidov smo 
združili v eni viali, da smo pripravili željeno mešanico lipidov (Preglednice 5, 6 in 7). 
Celoten volumen smo nato injicirali v stekleničko s segretim pufrom. Na cevko, ki dovaja 
dušik, smo pritrdili injekcijsko iglo in jo previdno vstavili do dna stekleničke. Mešanico 
lipidov, ki je vsebovala do 50 μl kloroforma, smo 20 minut prepihovali z dušikom (100 – 
150 μl kloroforma v mešanici smo prepihovali 45 minut). Na koncu smo odstranili 
magnetke, stehtali stekleničke in manjkajoči volumen nadomestili z bidestilirano vodo. 
Stekleničke smo prepihali z dušikom, jih zaprli in oblepili s parafilmom ter shranili v hladni 
sobi. 
 
Pri pripravi MLV s sestavo CPE:Hol:POPC = 20:30:50 in 20:50:30, smo imeli težave. Po 5 
minutah mešanja vsebine stekleničke od injiciranja lipidov, se je tekočina oborila. Nastala 
je gelu podobna struktura, vidna na sliki 5. Ker je bilo mešanje zaradi goste tekočine 
onemogočeno, smo v stekleničko dodali 500 μl pufra za vezikle in steklene kroglice ter 
vsebino dolgo časa stresali na vibracijskem stresalniku. Na steni stekleničke in v sami 
tekočini so bili vidni samo še kosmiči. Steklenički smo nato 20 minut prepihovali z dušikom. 
Določen volumen vsebine stekleničke smo prenesli v epice in jih eno uro centrifugirali pri 4 
°C in 60000 g. Po centrifugiranju smo odstranili supernatant (SU), sediment (SE), ki je 
vseboval MLV, pa resuspendirali v pufru za vezikle. Epice smo prepihali z dušikom, jih 
zaprli in oblepili s parafilmom ter shranili v hladni sobi. 
 
 
Slika 5: Prikaz nastale oborine pri pripravi multilamelarnih veziklov s sestavo CPE:Hol:POPC = 20:30:50 in 
20:50:30 (CPE: ceramid fosfoetanolamin, Hol: holesterol in POPC: palmitoil-oleoil fosfatidilholin) 
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3.2.2 Encimski testi 
3.2.2.1 Encimski test za določanje količine ceramid fosfoetanolamina v veziklih 
Barenholz in sod. (1977) so razvili test za določanje celotne količine fosfatidiletanolamina 
v veziklih. Test temelji na določanju aminske skupine. Na podlagi danega protokola in z 
nekaj spremembami smo izmerili količino CPE v naših veziklih. 
 
Pripravili smo raztopino 0,4 % detergenta Triton X-100 v 1,5 M HCl, 1,5 % TNBSA v 
bidestilirani vodi in raztopino 1,6 % detergenta Triton X-100 v 0,8 M NaHCO3 (pH = 8,5). 
Za izdelavo umeritvene krivulje smo uporabili redčitve 100 mM raztopine glicina v pufru za 
vezikle. Raztopino glicina in TNBSA smo pred vsakim testom na novo pripravili ter TNBSA 
še dodatno zaščitili pred svetlobo. Test smo izvedli v prozornih mikrotitrskih ploščah s 96 
jamicami. V jamico smo dodali 2,5 μl MLV ali pufra za vezikle (slepi vzorec za vezikle), 50 
μl 1,6 % detergenta Triton X-100 v 0,8 M NaHCO3 (pH = 8,5) in 5 μl 1,5 % TNBSA. Za 
umeritveno krivuljo smo v jamico dodali 150 μl posamezne redčitve glicina (0 μM, 25 μM, 
50 μM, 75 μM in 100 μM), 50 μl 1,6 % detergenta Triton X-100 v 0,8 M NaHCO3 (pH = 
8,5) in 5 μl 1,5 % TNBSA. Mikrotitrsko ploščo smo ovili z alu folijo in jo pustili 30 minut 
na sobni temperaturi. Po inkubaciji smo v vse jamice dodali še 100 μl 0,4 % detergenta 
Triton X-100 v 1,5 M HCl. Ovito ploščo smo pustili na sobni temperaturi in po eni uri 
izmerili absorbanco pri valovni dolžini 410 nm. 
3.2.2.1.1 Optimizacija encimskega testa za določanje količine ceramid fosfoetanolamina v 
veziklih 
Zaradi neskladnosti rezultatov, ki smo jih dobili z uporabo prvotnega protokola za določanje 
količine CPE, smo se odločili za optimizacijo le-tega. V pomoč sta nam bila dva protokola 
(Brown, 1968; Instructions TNBSA, 2018). V preglednici 13 so nanizani koraki optimizacije 
encimskega testa za določanje količine CPE v veziklih. Ker je TNBSA občutljiva na 
svetlobo in najbolj absorbira v UV območju, smo se odločili da pomerimo različne valovne 
dolžine absorbanc in nato medsebojno primerjamo dobljena molska razmerja lipidov v 
MLV. Opazili smo, da se je z zmanjševanjem valovne dolžine povečevala vrednost 
absorbance (Slika 6). Na podlagi meritev smo se odločili, da je najbolj primerno merjenje 
absorbance pri valovni dolžini 350 nm. Naše ostale odločitve in opažanja posameznih 
korakov optimizacije so podana v preglednici 13. 
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Preglednica 13: Koraki optimizacije encimskega testa za določanje količine CPE v veziklih (A: absorbanca, 
TNBSA: trinitrobenzensulfonska kislina, HCl: vodikov klorid in MLV: multilamelarni vezikli) 
 
Slika 6: Spreminjanje absorbance v odvisnosti od valovne dolžine, izmerjene za različne multilamelarne 
vezikle (CPE: ceramid fosfoetanolamin, Hol: holesterol in POPC: palmitoil-oleoil fosfatidilholin) 
3.2.2.2 Encimski test za določanje količine holesterola v veziklih 
Količino Hol v MLV smo določili z uporabo kompleta Free Cholesterol E. Slednji vsebuje 
standardno raztopino, pufer in barvni reagent s koncentracijo 1,21 mg/ml. Pred pričetkom 
testa smo izračunali maso barvnega substrata in volumen pufra ter barvni substrat raztopili 
v danem pufru. V epicah smo z bidestilirano vodo pripravili ustrezne redčitve standarda s 
koncentracijo 1 mg/ml. Test smo izvedli v prozornih mikrotitrskih ploščah s 96 jamicami. V 
Vrstni red izvedenih sprememb Naša odločitev glede izvedbe testa Naša opažanja 
Merjenje A pri različnih valovnih 
dolžinah: 350, 360, 370, 380, 390 
in 410 nm 
Izbira merjenja A pri valovni 
dolžini 350 nm 
Z zmanjševanjem valovne 
dolžine, se je povečevala 
vrednost A 
Poenotenje volumnov za 
umeritveno krivuljo in MLV 
(prvotni volumni so podani v 
poglavju 3.2.2.1) 
V prihodnje smo v mikrotitrsko 
ploščo dodali 100 μl posamezne 
redčitve 10 mM raztopine glicina 
ali 100 μl 10x redčitve MLV ali 
pufra za vezikle 
Volumni raztopin, ki smo jih 
dodali zraven so ostali enaki 
(končen volumen v posamezni 
jamici je znašal 255 μl) 
Znižanje koncentracije TNBSA 
iz 1,5 % na 0,75 % in izvedba 
testa v črnih mikrotitrskih 
ploščah s prozornim dnom 
Nadaljnja uporaba 0,75 % 
TNBSA in izvedba meritev v 
črnih mikrotitrskih ploščah s 
prozornim dnom 
Vrednosti A so se po uporabi 
nižje koncentrirane TNBSA 
zmanjšale, ampak so kljub temu 
še vedno ostale dovolj visoke za 
optimalno detekcijo 
Znižanje koncentracije HCl v 
raztopini za zakisanje (priprava 
raztopine 0,4 % detergenta Triton 
X-100 v 0,6 M HCl) in 
primerjava vrednosti A po 
takojšnjem dodatku omenjene 
raztopine in eno uro zatem 
Nadaljnja uporaba raztopine za 
zakisanje z nižjo koncentracijo 
HCl (raztopine 0,4 % detergenta 
Triton X-100 v 1,5 M HCl nismo 
več uporabljali) in meritev takoj 
po njenem dodatku 
Vrednosti A, izmerjene takoj po 
dodatku raztopine za zakisanje z 
nižjo koncentracijo HCl in eno 
uro kasneje, so bile primerljive 
in se niso bistveno razlikovale 
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posamezno jamico smo dodali bodisi 10 μl MLV ali 10 μl (redčitve) standarda ali 10 μl pufra 
za vezikle (slepi vzorec za vezikle) in 300 μl predhodno raztopljenega barvnega substrata. 
V eno izmed jamic smo dodali samo 300 μl bidestilirane vode (slepi vzorec). Ploščo smo 
ovili z alu folijo in jo 15 minut inkubirali pri 37 °C. Po končani inkubaciji smo pomerili 
absorbanco pri valovni dolžini 600 nm. 
 
Z omenjenim testom smo poskušali določiti še količino preostalih sterolov. Posebej smo si 
pripravili standarde tako, da smo posamezne sterole raztopili v 100 % etanolu (končna 
koncentracija standarda je znašala 2 mg/ml). Standarde smo nadalje redčili v 100 % etanolu 
za pripravo umeritvene krivulje. V posamezno jamico smo dodali 10 μl (redčitve) standarda 
ali 10 μl 100 % etanola in 300 μl barvnega substrata. Nadaljnji koraki so bili enaki tistim za 
določanje količine Hol. Molskih razmerij za 5-h-3 in Lan nismo mogli določiti zaradi 
neustreznih umeritvenih krivulj (Karmen Selan, diplomsko delo). 
3.2.2.3 Encimski test za določanje količine palmitoil-oleoil fosfatidilholina v veziklih 
Količino POPC v MLV smo določili z uporabo kompleta LabAssay Phospholipid. Slednji 
vsebuje standardno raztopino (3 mg/ml), pufer in barvni substrat s koncentracijo 6 mg/ml. 
Izvedba testa je enaka encimskemu testu za določanje količine Hol v veziklih. 
3.2.3 Test sedimentacije multilamelarnih veziklov 
Predhodno pripravljenim MLV smo dodali izbrani protein. Preizkusili smo različna masna 
razmerja MLV:protein ter količine MLV in proteina. Kot optimalno smo izbrali masno 
razmerje 10:1 ter količino 125 μg MLV in 12,5 μg proteina. Epice z omenjeno mešanico 
smo pustili stresati (450 rpm) 30 minut na sobni temperaturi. Nadaljevali smo z enournim 
centrifugiranjem pri 4 °C in 60000 g. Nato smo ločili SU od SE. SU smo oborili s 100 % 
TCA v 20 % končni koncentraciji in 10 minut inkubirali na ledu. Epice s SU smo 12 minut 
centrifugirali pri 4 °C in 13200 rpm. Po centrifugiranju smo odstranili TCA in dobljeni SE 
prvič sprali s 300 μl, drugič pa z 200 μl ledeno hladnega acetona. Po vsakem spiranju smo 5 
minut centrifugirali pri 4 °C in 13200 rpm. Nazadnje smo iz epic odstranili aceton in vzorce 
posušili v digestoriju. Vzorcem SU in SE smo dodali po 20 μl LDS nanašalnega pufra (1x) 
in jih 5 minut inkubirali na 100 °C. 
 
Vzorce smo pred nanosom na gel 10 minut centrifugirali pri sobni temperaturi in 14000 rpm. 
Po 5 μl vzorca smo nanesli v jamice 0,75 mm NaDS-PAGE gela. Elektroforeza je potekala 
pri konstantni napetosti 180 V toliko časa, dokler ni vzorec pripotoval do konca gela. Po 
končani elektroforezi smo gele trikrat po 5 minut (400 rpm) spirali z bidestilirano vodo in 
jih nato pobarvali z barvilom SimplyBlue SafeStain. 
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3.2.4 Površinska plazmonska resonanca 
Pred izvedbo SPR smo pripravili vzorce. Izbrane MLV smo prenesli v epice in jih petkrat 
redčili v pufru za vezikle tako, da je njihova končna koncentracija znašala 1 mg/ml. 
Razredčene MLV smo 10 minut sonicirali (amplituda = 38 %, pulser: 20 s on in 20 s off, 
timer = 5 min) na ledu. Epice smo nato 30 minut centrifugirali pri 15 °C in 20000 g. Po 
centrifugiranju smo odpipetirali SU in nastale SUV prepihali z dušikom, zaprli s parafilmom 
ter shranili pri 4 °C. Proteine NigA2, PlyA2 in RahU smo razredčili v pufru za vezikle tako, 
da je njihova končna koncentracija znašala 1 μM. 
 
Poskuse s SPR smo izvedli na napravi Biacore X100 (Kemijski inštitut), ki sestoji iz 
mikrotekočinskega sistema, detektorja in senzorskega čipa (pred poskusom smo čip 
Maintenance zamenjali s senzorskim čipom L1). Naprava omogoča avtomatsko injiciranje 
vzorca, predhodno je potrebno napisati protokol injiciranja ter pripraviti vse vzorce in 
reagente. 
 
Pufer za vezikle, proteine (NigA2, PlyA2 ali RahU), SUV (v končni koncentraciji 0,5 
mg/ml), 0,5 % NaDS, 40 mM OG, 30 % etanol, 100 mM NaOH, 0,1 mg/ml BSA ali 
bidestilirano vodo smo vsakega posebej, v ustreznem volumnu, pripravili v plastičnih vialah 
za SPR z gumijastimi pokrovčki. Vrstni red injiciranja je potekal po protokolu, ki smo ga 
vnesli v računalniški program Biacore X100 Control Software. 
 
Površino čipa L1 smo najprej sprali z injiciranjem treh reagentov v sledečem vrstnem redu: 
0,5 % NaDS, 40 mM OG in 30 % etanol (čas = 60 s, pretok = 10 μl/min, skozi obe pretočni 
celici). Na spran čip smo nato vezali SUV (čas = 600 s, pretok = 2 μl/min, čez merilno celico 
Fc2). Po vezavi liposomov smo v mikrotekočinski sistem ločeno vbrizgali 100 mM NaOH, 
0,1 mg/ml BSA in pufer za vezikle (čas = 60 s, pretok = 10 μl/min, skozi obe pretočni celici). 
S tem smo s čipa odstranili šibko vezane vezikle in zapolnili morebitna prazna mesta na čipu, 
kamor bi se lahko vezal protein. Protein smo injicirali čez obe pretočni celici, pri asociaciji 
60 s, disociaciji 120 s in pretoku 10 μl/min. Po nanosu proteina smo v sistem zaporedno 
vbrizgali še 0,5 % NaDS, 40 mM OG in 30 % etanol (čas = 60 s, pretok = 10 μl/min, skozi 
obe pretočni celici) in tako s čipa sprali vse vezane vezikle in morebitne ostanke proteina. 
Dogajanje na pretočnih celicah smo ves čas poskusa spremljali s senzorgrami, ki prikazujejo 
spremembo intenzitete svetlobe v odvisnosti od časa, v računalniškem programu. 
3.2.5 Test sproščanja kalceina iz majhnih unilamelarnih veziklov 
Založne raztopine posameznih lipidov za MLV smo pripravili tako, kot je opisano v poglavju 
3.2.1. Ustrezne količine založnih raztopin posameznih lipidov smo združili v eni viali, da 
smo pripravili željeno mešanico lipidov (Preglednica 8). V steklene bučke (10 ml) smo nato 
prenesli celoten volumen lipidov, 500 μl kloroforma in vsebino dve uri sušili na rotavaporju. 
Po končanem sušenju smo v bučke (na steni je bil opazen lipidni film) dodali 500 μL pufra 
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s kalceinom tako, da je končna koncentracija MLV znašala 4 mg/ml. V bučke smo poleg 
tega natresli še steklene kroglice, vsebino stresali na vibracijskem stresalniku in jo na koncu 
prenesli v epice. 
 
Za pripravo SUV smo MLV 30 minut sonicirali (amplituda = 32 %, pulser: 10 s on in 10 s 
off, timer = 15 min) na ledu in jih nadalje še 10 minut centrifugirali pri 21 °C ter 13000 g. 
Po centrifugiranju smo SU prenesli v sveže epice in SUV s kalceinom prepihali z dušikom, 
zaprli s parafilmom ter shranili pri 4 °C. 
 
Pripravili smo gel Sephadex G-50 v pufru za redčenje lipidnih veziklov s kalceinom in 0,1 
% BSA v bidestilirani vodi. V črne mikrotitrske plošče s 96 jamicami smo dodali 200 μl 0,1 
% BSA in jih pustili čez noč v hladni sobi pri 4 °C. Naslednji dan smo vsebino odlili. 
 
Pred izvedbo testa sproščanja kalceina iz SUV smo z gelsko kromatografijo ločili vezikle od 
prostega kalceina v mediju. Plastične kolone s filtrom smo do vrha napolnili z gelom 
Sephadex G-50 in jih pet- do šestkrat po eno minuto centrifugirali pri 1000 rpm in sobni 
temperaturi. Nato smo na sredino gela nanesli 75 μl SUV s kalceinom in večkrat po eno 
minuto centrifugirali pri 1000 rpm ter sobni temperaturi. Po vsakem centrifugiranju smo v 
epice zbrali frakcije, ki so bile oranžno obarvane. Na mikročitalcu Infinite F NANO+ smo z 
ustreznimi frakcijami preverili še kolikokrat jih je bilo potrebno redčiti, da je bila končna 
koncentracija vseh vrst veziklov enaka. 
 
Pripravili smo 2-kratne redčitve proteinov. V vse jamice na črni mikrotitrski plošči smo 
dodali 100 μl pufra za redčenje lipidnih veziklov s kalceinom. V vsako jamico prvega stolpca 
smo dodali še 100 μl pufra za redčenje lipidnih veziklov s kalceinom, 5,4 μl PlyB in 7,4 μl 
PlyA2 ter vsebino premešali s pipetnim nastavkom (koncentracija PlyA2 v jamicah prvega 
stolpca je znašala 50 μg/ml in koncentracija PlyB 4 μg/ml). Iz jamic prvega stolpca smo v 
jamice drugega stolpca prenesli 100 μl vsebine in jo premešali s pipeto. Postopek smo 
nadaljevali po dolžini do jamic predzadnjega, 11. stolpca. Zadnji oz. 12. stolpec je vseboval 
zgolj 100 μl pufra za redčenje lipidnih veziklov s kalceinom. V vse jamice smo dodali 100 
μl SUV s kalceinom ustrezno redčenih v pufru za redčenje lipidnih veziklov s kalceinom in 
začeli z merjenjem. Vzorce smo osvetlili s svetlobo valovne dolžine 485 nm in spremljali 
intenziteto izsevane svetlobe kalceina pri valovni dolžini 538 nm. Merili smo v 30-sekundnih 
intervalih, 30 minut. Iz meritev je bilo razvidno, da so vrednosti fluorescence na koncu 
dosegle vrh zaradi popokanja vseh veziklov, zato nam ni bilo potrebno dodati še detergenta 
Triton X-100. To fluorescenco smo pri izračunu potemtakem upoštevali kot najvišjo 
vrednost fluorescence, Fmax' (v določenih primerih ta ni bila dosežena pri najvišji 
koncentraciji proteinov – Prilogi A in B). 
 
Odstotek sproščenega kalceina smo izračunali po enačbi (1). 
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   Odstotek sproščenega kalceina [%] = (
𝐹𝑚𝑎𝑥−𝐹𝑚𝑖𝑛
𝐹𝑚𝑎𝑥′−𝐹𝑚𝑖𝑛
) 𝑥100           ... (1) 
 
Fmax … najvišja vrednost fluorescence po 30 minutah po dodatku proteinov (1. – 11. stolpec) 
Fmin … povprečna vrednost fluorescence v zadnjem, 12. stolpcu 
Fmax' … končna vrednost najvišje fluorescence 
3.2.6 Določanje velikosti in oblike majhnih unilamelarnih veziklov 
Velikosti vseh pripravljenih SUV je izmerila Valerija Vezočnik z dinamičnim sipanjem 
svetlobe na napravi Zetasizer Nano ZS po protokolu, opisanem v članku Vezočnik in sod. 
(2015). 
 
Posnetke SUV je s pomočjo transmisijske elektronske mikroskopije (TEM) naredila dr. 
Magda Tušek Žnidarič (Katedra za zoologijo). Pred nanosom vzorcev na bakreno mrežico 
smo vezikle razredčili v pufru za vezikle tako, da je njihova končna koncentracija znašala 
0,5 mg/ml in jih pripravili po postopku, opisanem v poglavju 3.2.4. Po centrifugiranju smo 
odpipetirali SU in 4 μl tako pripravljenih vzorcev nanesli na bakreno mrežico. Kot 
kontrastno sredstvo smo uporabili 1 % uranilacetat. 
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4 REZULTATI 
4.1 ENCIMSKI TESTI 
Z encimskimi testi smo določili, kakšna so molska razmerja lipidov v pripravljenih MLV. 
Izkazalo se je, da v nobenem primeru nismo dobili molskega razmerja enakega željenemu 
razmerju. Rezultati so prikazani v preglednicah 14 – 16. 
4.1.1 Multilamelarni vezikli z različno vsebnostjo ceramid fosfoetanolamina 
V preglednici 14 so podana molska razmerja lipidov v MLV z različno vsebnostjo CPE. 
Izračunana količina CPE se je gibala v območju od 6 do največ 33 molskih %. Vsebnosti 
Hol in POPC v veziklih bi morali biti v enakem molskem razmerju. Izkazalo pa se je, da je 
bilo Hol v večini pripravljenih veziklov več kot POPC. 
Preglednica 14: Molska razmerja lipidov v multilamelarnih veziklih (MLV) z različno vsebnostjo CPE (CPE: 
ceramid fosfoetanolamin, Hol: holesterol in POPC: palmitoil-oleoil fosfatidilholin) 
4.1.2 Multilamelarni vezikli z različnimi steroli 
V preglednici 15 so podana molska razmerja lipidov v MLV z različnimi steroli. V primeru 
veziklov s 5-h-3 in Lan smo dobili neustrezne umeritvene krivulje, kar je v skladu s 
predhodnimi rezultati (Karmen Selan, diplomsko delo). Posledično razmerij nismo mogli 
izračunati. Vsebnost CPE se je, razen v primeru 7-deh in Hol, gibala okoli 20 molskih %. 
Izbrani sterol in POPC sta si bila vrednostno primerljiva le pri veziklih s Sti. V ostalih 
primerih je bilo izbranega sterola več kot POPC. 
Preglednica 15: Molska razmerja lipidov v multilamelarnih veziklih (MLV) z različnimi steroli (CPE: ceramid 
fosfoetanolamin, 5-h-3: 5-holesten-3-on, 7-deh: 7-dehidroholesterol, β-sit: β-sitosterol, Erg: ergosterol, Hol: 
holesterol, Lan: lanosterol, Sti: stigmasterol, POPC: palmitoil-oleoil fosfatidilholin in prazno polje – molskega 
deleža ni bilo mogoče izračunati) 
MLV [mol:mol:mol] CPE [%] Hol [%] POPC [%] 
CPE:Hol:POPC = 1:49,5:49,5 15 50 35 
CPE:Hol:POPC = 5:47,5:47,5 6 60 34 
CPE:Hol:POPC = 10:45:45 33 38 29 
CPE:Hol:POPC = 20:40:40 27 50 23 
CPE:Hol:POPC = 25:37,5:37,5 11 48 41 
CPE:Hol:POPC = 33,3:33,3:33,3 29 31 40 
CPE:Hol:POPC = 40:30:30 26 38 36 
MLV [mol:mol:mol] CPE [%] Sterol [%] POPC [%] 
CPE:5-h-3:POPC = 20:40:40  
CPE:7-deh:POPC = 20:40:40 39 39 22 
CPE:β-sit:POPC = 20:40:40 19 53 28 
CPE:Erg:POPC = 20:40:40 24 49 27 
CPE:Hol:POPC = 20:40:40 27 50 23 
CPE:Lan:POPC = 20:40:40  
CPE:Sti:POPC = 20:40:40 22 40 38 
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4.1.3 Multilamelarni vezikli z različno vsebnostjo holesterola 
V preglednici 16 so podana molska razmerja lipidov v MLV z različno vsebnostjo Hol. Le 
pri veziklih s sestavo CPE:Hol:POPC = 20:20:60, je bila dejanska vsebnost Hol primerljiva 
željeni količini. Pri veziklih s sestavo CPE:Hol:POPC = 20:40:40 je bilo Hol več. V ostalih 
dveh primerih je bilo Hol manj, kot smo ga pričakovali. 
Preglednica 16: Molska razmerja lipidov v multilamelarnih veziklih (MLV) z različno vsebnostjo Hol (CPE: 
ceramid fosfoetanolamin, Hol: holesterol in POPC: palmitoil-oleoil fosfatidilholin) 
4.2 TEST SEDIMENTACIJE MULTILAMELARNIH VEZIKLOV 
S testom sedimentacije MLV smo preverili, ali se rekombinantni egerolizini NigA2, PlyA2 
in RahU vežejo na MLV z različno sestavo. Če pride do vezave proteina na vezikle, se 
protein skupaj z MLV zaradi teže po centrifugiranju posede in protein zaznamo v SE. V 
nasprotnem primeru ostane nevezan protein v SU. Rezultati so prikazani v naslednjih treh 
podpoglavjih. Čeprav smo pričakovali eno liso pri SU ali SE, smo v večini primerov dobili 
liso pri obeh, z razliko v intenziteti. 
4.2.1 Multilamelarni vezikli z različno vsebnostjo ceramid fosfoetanolamina 
V prvi vrstici slike 7 so prikazani rezultati vezave proteina NigA2 na MLV z različno 
vsebnostjo CPE. NigA2 se ni vezal na nobene MLV. PlyA2 se je vezal na vse MLV, razen 
na vezikle z 1 molskim % CPE. Pri egerolizinu RahU smo opazili mejo, kje se je začela 
vezava na MLV. Do 10 molskih % vsebnosti CPE v veziklih smo zasledili omenjeni protein 
v SU. RahU se je vezal na vezikle z 20 molskih % CPE in več. 
 
MLV [mol:mol:mol] CPE [%] Hol [%] POPC [%] 
CPE:Hol:POPC = 20:20:60 14 18 68 
CPE:Hol:POPC = 20:30:50 19 17 64 
CPE:Hol:POPC = 20:40:40 27 50 23 
CPE:Hol:POPC = 20:50:30 35 45 20 
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Slika 7: Vezava proteinov NigA2, PlyA2 in RahU na multilamelarne vezikle z različno vsebnostjo CPE (CPE: 
ceramid fosfoetanolamin, Hol: holesterol, POPC: palmitoil-oleoil fosfatidilholin, NigA2: nigerolizin A2, SU: 
supernatant, SE: sediment in PlyA2: pleurotolizin A2) 
4.2.2 Multilamelarni vezikli z različnimi steroli 
Zgornja vrstica slike 8 prikazuje rezultate vezave egerolizina NigA2 na MLV z različnimi 
steroli. NigA2 se ni vezal na nobene MLV. Protein PlyA2 se pri vseh veziklih z različnimi 
steroli pojavlja tako v SE kot tudi v SU. Kljub temu so intenzitete lis malenkost močnejše v 
SE. To kaže na to, da se PlyA2 veže na vse testirane vezikle z različnimi steroli. V zadnji 
vrstici so prikazani rezultati vezave egerolizina RahU. Omenjeni protein se je vezal na 
vezikle z β-sit in Hol. RahU se ni vezal na vezikle s steroli 5-h-3, 7-deh, Erg, Lan in Sti. 
 
 
Slika 8: Vezava proteinov NigA2, PlyA2 in RahU na multilamelarne vezikle z različnimi steroli (CPE: ceramid 
fosfoetanolamin, POPC: palmitoil-oleoil fosfatidilholin, NigA2: nigerolizin A2, 5-h-3: 5-holesten-3-on, 7-deh: 
7-dehidroholesterol, β-sit: β-sitosterol, Erg: ergosterol, Hol: holesterol, Lan: lanosterol, Sti: stigmasterol, SU: 
supernatant, SE: sediment in PlyA2: pleurotolizin A2) 
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4.2.3 Multilamelarni vezikli z različno vsebnostjo holesterola 
Iz zgornje vrstice slike 9 je razvidno, da se NigA2 ni vezal na nobene MLV. V primeru 
egerolizina PlyA2 smo opazili, da se je slednji vezal na vezikle s 30, 40 in 50 molskih % 
Hol, medtem ko se je pri veziklih s sestavo CPE:Hol:POPC = 20:20:60 protein nahajal tako 
v SU, kot tudi v SE (podobna intenziteta lis). Protein RahU se ni vezal na vezikle z 20 in 30 
molskih % Hol. V primeru veziklov s 40 molskih % Hol je do vezave z egerolizinom RahU 
prišlo. Pri veziklih s 50 molskih % Hol smo opazili skoraj enako intenziteto lise tako v SU 
kot tudi v SE. 
 
 
Slika 9: Vezava proteinov NigA2, PlyA2 in RahU na multilamelarne vezikle z različno vsebnostjo Hol (Hol: 
holesterol, CPE: ceramid fosfoetanolamin, POPC: palmitoil-oleoil fosfatidilholin, NigA2: nigerolizin A2, SU: 
supernatant, SE: sediment in PlyA2: pleurotolizin A2) 
4.3 POVRŠINSKA PLAZMONSKA RESONANCA 
Z metodo SPR smo natančneje opredelili, ali se rekombinantni egerolizini NigA2, PlyA2 in 
RahU vežejo na SUV z različno sestavo. Rezultati (Slike 10 – 12) so v večini primerov 
sovpadali z rezultati testa sedimentacije MLV, razen pri proteinu RahU smo opazili malo 
več odstopanj. 
4.3.1 Majhni unilamelarni vezikli z različno vsebnostjo ceramid fosfoetanolamina 
Iz grafov na sliki 10 je razvidno, da se protein NigA2 ni vezal na izbrane SUV. Enako velja 
za RahU. Pri egerolizinu PlyA2 smo opazili, da je do vezave na vezikle, ki vsebujejo 10 
molskih % CPE ali več, prišlo. Iz grafa je razviden trend, ki nakazuje, da večja kot je 
vsebnost CPE v veziklih, boljša je vezava s proteinom PlyA2 (najmočnejša vezava je z 
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vezikli s 40 molskih % CPE). V primeru SUV s sestavo CPE:Hol:POPC = 1:49,5:49,5 do 
vezave s PlyA2 ni prišlo. 
 
 
Slika 10: Vezava proteinov NigA2, PlyA2 in RahU na majhne unilamelarne vezikle z različno vsebnostjo CPE 
(CPE: ceramid fosfoetanolamin, Hol: holesterol, POPC: palmitoil-oleoil fosfatidilholin, NigA2: nigerolizin A2 
in PlyA2: pleurotolizin A2) 
4.3.2 Majhni unilamelarni vezikli z različnimi steroli 
Na sliki 11 so prikazani rezultati vezave proteinov NigA2, PlyA2 in RahU na SUV z 
različnimi steroli. Tako NigA2 kot tudi RahU se na izbrane vezikle nista vezala. Protein 
PlyA2 se je na vezikle vezal, vendar z določenimi steroli močneje, z ostalimi šibkeje. Iz 
grafa je razvidno, da se je PlyA2 najmočneje vezal na vezikle s 7-deh in β-sit. Vezava se je 
zmanjšala v primeru veziklov s Sti, Lan in Hol. Na vezikle z Erg in 5-h-3 se je, v primerjavi 
z ostalimi steroli, PlyA2 najšibkeje vezal. 
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Slika 11: Vezava proteinov NigA2, PlyA2 in RahU na majhne unilamelarne vezikle z različnimi steroli (CPE: 
ceramid fosfoetanolamin, 5-h-3: 5-holesten-3-on, 7-deh: 7-dehidroholesterol, β-sit: β-sitosterol, Erg: 
ergosterol, Hol: holesterol, Lan: lanosterol, Sti: stigmasterol, POPC: palmitoil-oleoil fosfatidilholin, NigA2: 
nigerolizin A2 in PlyA2: pleurotolizin A2) 
4.3.3 Majhni unilamelarni vezikli z različno vsebnostjo holesterola 
Proteina NigA2 in RahU se na SUV z različno vsebnostjo Hol nista vezala (Slika 12). Izjema 
je bil egerolizin PlyA2. Slednji se je vezal na vezikle s 40 in 50 molskih % Hol (krivulji sta 
si podobni). Kljub temu moramo biti pri vezavi PlyA2 na vezikle s sestavo CPE:Hol:POPC 
=20:50:30 kritični, saj smo imeli pri pripravi le-teh težave. Pri veziklih z 20 molskih % Hol 
smo opazili skoraj nerazpoznaven odziv (zelo slaba vezava s PlyA2). 
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Slika 12: Vezava proteinov NigA2, PlyA2 in RahU na majhne unilamelarne vezikle z različno vsebnostjo Hol 
(Hol: holesterol, CPE: ceramid fosfoetanolamin, POPC: palmitoil-oleoil fosfatidilholin, NigA2: nigerolizin A2 
in PlyA2: pleurotolizin A2) 
4.4 TEST SPROŠČANJA KALCEINA IZ MAJHNIH UNILAMELARNIH VEZIKLOV 
S fluorimetričnim testom smo preverili permeabilizacijsko aktivnost egerolizina PlyA2 v 
kombinaciji z njegovim partnerskim proteinom PlyB. Če PlyA2/PlyB tvorita pore v lipidnih 
veziklih, se iz njih začne sproščati kalcein in to fluorimetrično zaznamo. Za PlyA2 smo 
uporabili 11 različnih koncentracij v razponu od 50 do 0,049 μg/ml. Pri proteinu PlyB je 
najvišja koncentracija znašala 4 μg/ml, najnižja pa 0,004 μg/ml. Ker smo pri veziklih sestave 
CPE:Hol:POPC = 1:49,5:49,5 z metodo SPR dokazali, da se protein PlyA2 nanje ni vezal, 
smo slednje uporabili kot negativno kontrolo. 
 
V prilogi A je prikazan potek sproščanja kalceina v odvisnosti od časa iz lipidnih veziklov z 
1, 20 in 40 molskih % CPE pri različnih koncentracijah PlyA2/PlyB. Kljub temu, da pri 
veziklih z enoodstotnim CPE nismo pričakovali permeabilizacije, je iz grafa razvidno, da 
najvišja koncentracija PlyA2/PlyB povzroči tvorbo por (kalcein se je sprostil tudi pri 
naslednjih dveh koncentracijah). Zanimivo je bilo videti, da se je kalcein iz veziklov z 20 
molskih % CPE sproščal vse do razmerja koncentracij PlyA2/PlyB = 0,098/0,008 μg/ml, 
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V prilogi B je prikazan potek sproščanja kalceina v odvisnosti od časa iz lipidnih veziklov z 
različnimi steroli. PlyA2/PlyB sta najmanj permeabilizirala vezikle s 5-h-3 (kalcein se je 
sproščal do razmerja koncentracij PlyA2/PlyB = 1,563/0,125 μg/ml). Pri veziklih s 7-deh in 
β-sit smo opazili, da so kinetične krivulje pri najvišjih koncentracijah nižje od pričakovanih. 
Oba sterola sama po sebi fluorescirata in verjetno prihaja do dušenja fluorescence 
sproščenega kalceina (ta pojav se pri omenjenih sterolih redno pojavlja). Pri obdelavi smo 
dobljene rezultate korigirali, tako da smo od tiste kinetične krivulje, ki je prva dosegla 
maksimum, vse nadaljnje krivulje (četudi niso naraščale in na koncu dosegle 100 %) 
poenotili na doseženih 100 % sproščenega kalceina. Prav tako smo pri veziklih s 7-deh pri 
najnižji koncentraciji proteinov opazili šibko permeabilizacijsko aktivnost. Pri kinetičnih 
krivuljah veziklov z Erg, Hol, Lan in Sti smo opazili razlike med koncentracijami proteinov 
PlyA2/PlyB, pri katerih še zaznamo sproščanje kalceina. 
 
Slika 13 prikazuje, kako se pri veziklih z različno vsebnostjo CPE in različnimi steroli, 
spreminja odstotek sproščenega kalceina v odvisnosti od koncentracije proteinov. V 
preglednici 17 so podane vrednosti koncentracij proteinov PlyA2 in PlyB, pri katerih se je 
iz lipidnih veziklov sprostilo 50 % kalceina. Pri veziklih z različno vsebnostjo CPE se je 50 
% kalceina najprej sprostilo iz veziklov z 20 molskih % CPE pri koncentraciji PlyA2/PlyB 
= 0,195/0,016 μg/ml. Temu so sledili vezikli s 40 molskih % CPE (0,419/0,034 μg/ml). Pri 
veziklih z 1 molskim % CPE, se je pri koncentraciji PlyA2/PlyB = 19,130/1,530 μg/ml, 
sprostilo 50 % kalceina. 50 % kalceina se je iz veziklov z različnimi steroli sprostilo v 
sledečem vrstnem redu: 7-deh, Lan, β-sit, Hol, Sti, Erg in nazadnje 5-h-3. 
 
 
Slika 13: Odstotek sproščenega kalceina v odvisnosti od koncentracije proteinov PlyA2/PlyB. A – majhni 
unilamelarni vezikli z različno vsebnostjo CPE in B – majhni unilamelarni vezikli z različnimi steroli (CPE: 
ceramid fosfoetanolamin, Hol: holesterol, POPC: palmitoil-oleoil fosfatidilholin, PlyA2: pleurotolizin A2 in 
PlyB: pleurotolizin B) 
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Preglednica 17: Vrednosti koncentracij proteinov PlyA2 in PlyB, pri katerih se je iz veziklov sprostilo 50 % 
kalceina (CPE: ceramid fosfoetanolamin, Hol: holesterol, POPC: palmitoil-oleoil fosfatidilholin, 5-h-3: 5-
holesten-3-on, 7-deh: 7-dehidroholesterol, β-sit: β-sitosterol, Erg: ergosterol, Lan: lanosterol, Sti: stigmasterol, 
PlyA2: pleurotolizin A2 in PlyB: pleurotolizin B) 
4.5 VELIKOSTI MAJHNIH UNILAMELARNIH VEZIKLOV 
V preglednici 18 so prikazane povprečne velikosti izbranih SUV, izmerjene z Zetasizerjem. 
SUV v premeru merijo manj kot 100 nm (van Swaay in deMello, 2013). Polovica naših 
veziklov je znotraj pričakovanega območja. Druga polovica veziklov pa je večjih od 100 nm. 
Preglednica 18: Velikosti nekaterih SUV, pridobljene z Zetasizerjem (SUV: majhni unilamelarni vezikli, CPE: 
ceramid fosfoetanolamin, Hol: holesterol, POPC: palmitoil-oleoil fosfatidilholin, 5-h-3: 5-holesten-3-on, 7-
deh: 7-dehidroholesterol, β-sit: β-sitosterol, Erg: ergosterol, Lan: lanosterol in Sti: stigmasterol) 
4.6 TRANSMISIJSKA ELEKTRONSKA MIKROSKOPIJA 
S pomočjo TEM smo pridobili posnetke SUV. Rezultati so prikazani v naslednjih treh 
podpoglavjih. 
4.6.1 Majhni unilamelarni vezikli z različno vsebnostjo ceramid fosfoetanolamina 
Na sliki 14 so prikazani posnetki SUV z različno vsebnostjo CPE, pridobljeni s TEM. 
Vezikli z enoodstotnim CPE so okrogli, kljub temu pa smo opazili precej medsebojnega 
Kalceinski vezikli [mol:mol:mol] Koncentracija PlyA2 [μg/ml] Koncentracija PlyB [μg/ml] 
CPE:Hol:POPC = 1:49,5:49,5 19,130 1,530 
CPE:Hol:POPC = 20:40:40 0,195 0,016 
CPE:Hol:POPC = 40:30:30 0,419 0,034 
CPE:5-h-3:POPC = 20:40:40 3,977 0,318 
CPE:7-deh:POPC = 20:40:40 0,093 0,007 
CPE:β-sit:POPC = 20:40:40 0,165 0,013 
CPE:Erg:POPC = 20:40:40 0,686 0,055 
CPE:Lan:POPC = 20:40:40 0,156 0,012 
CPE:Sti:POPC = 20:40:40 0,495 0,040 
SUV [mol:mol:mol] Povprečen hidrodinamski premer [nm] 
CPE:Hol:POPC = 1:49,5:49,5 103,50 
CPE:Hol:POPC = 10:45:45 90,40 
CPE:Hol:POPC = 20:40:40 109,27 
CPE:Hol:POPC = 40:30:30 82,59 
CPE:Hol:POPC = 20:20:60 68,77 
CPE:Hol:POPC = 20:50:30 102,54 
CPE:5-h-3:POPC = 20:40:40 106,93 
CPE:7-deh:POPC = 20:40:40 102,60 
CPE:β-sit:POPC = 20:40:40 115,03 
CPE:Erg:POPC = 20:40:40 93,60 
CPE:Lan:POPC = 20:40:40 89,41 
CPE:Sti:POPC = 20:40:40 87,55 
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zlivanja. Posnetka z 10 in 40 molskih % CPE prikazujeta liposome neenakomernih velikosti, 
prav tako je opazno zlivanje le-teh. Vezikli z 20 molskih % CPE so enakomerno razporejeni, 
v ozadju pa so opazni prosti lipidi. 
 
 
Slika 14: Posnetki majhnih unilamelarnih veziklov z različno vsebnostjo CPE, pridobljeni s transmisijsko 
elektronsko mikroskopijo (CPE: ceramid fosfoetanolamin, Hol: holesterol in POPC: palmitoil-oleoil 
fosfatidilholin) 
4.6.2 Majhni unilamelarni vezikli z različnimi steroli 
Na sliki 15 so prikazani posnetki SUV z različnimi steroli, pridobljeni s TEM. 
 
Liposomi s 5-h-3 so neenakomernih velikosti, opazne so tudi sploščene in nepravilne oblike, 
ki so po vsej verjetnosti posledica zlivanja. Njihova površina nikoli ni bila gladka. 
 
SUV s 7-deh je malo, v tisti manjšini pa je prisotno veliko zlivanja. V ozadju smo opazili 
ogromno snovi, ki izgledajo kot še neformirani liposomi. 
 
Vezikli s β-sit so zelo neenakomernih velikosti, v ozadju pa se vlečejo snovi, ki so lahko 
posledica zlivanja ali pa gre za še neformirane vezikle. V ozadju je prisotnih tudi polno 
manjših veziklov, velikosti 30-60 nm. 
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Liposomi z Erg so večinoma okrogli, pojavljajo pa se tudi v drugih oblikah, ki nakazujejo 
na zlivanje. V ozadju opazimo nečistoče v obliki razvlečenih lipidov. 
 
Vezikli s 40 molskih % Hol so enakomerno razporejeni, v ozadju pa so opazni prosti lipidi. 
 
Na posnetku liposomov z Lan opazimo ogromno zlivanja in formiranja različnih struktur. 
 
Na zadnjem posnetku so opazni vezikli s Sti, poleg tega pa opazimo še veliko drugih struktur, 
ki se formirajo iz lipidov (lahko, da gre za zlivanje). 
 
 
Slika 15: Posnetki majhnih unilamelarnih veziklov z različnimi steroli, pridobljeni s transmisijsko elektronsko 
mikroskopijo (CPE: ceramid fosfoetanolamin, 5-h-3: 5-holesten-3-on, 7-deh: 7-dehidroholesterol, β-sit: β-
sitosterol, Erg: ergosterol, Hol: holesterol, Lan: lanosterol, Sti: stigmasterol in POPC: palmitoil-oleoil 
fosfatidilholin) 
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4.6.3 Majhni unilamelarni vezikli z različno vsebnostjo holesterola 
Na sliki 16 so prikazani posnetki SUV z različno vsebnostjo Hol, pridobljeni s TEM. 
Liposomi z 20-odstotnim Hol so različnih velikosti in se deloma pojavljajo posamezno, 
ponekod pa opazimo njihovo zlivanje. Vezikli s 40 % vsebnostjo Hol so enakomerno 
razporejeni, v ozadju pa so opazni prosti lipidi. SUV s 50 molskih % Hol so različnih 
velikosti in oblik, prav tako je prisotnega veliko zlivanja. 
 
 
Slika 16: Posnetki majhnih unilamelarnih veziklov z različno vsebnostjo Hol, pridobljeni s transmisijsko 
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5 RAZPRAVA 
V magistrskem delu smo se osredotočili na tri egerolizinske proteine: NigA2 iz nitaste glive 
Aspergillus niger, PlyA2 iz gobe Pleurotus eryngii in RahU iz bakterije Pseudomonas 
aeruginosa. Z njimi smo preverili vezavo na lipidne vezikle z različnim deležem CPE, Hol 
ali drugih sterolov in permeabilizacijsko aktivnost PlyA2 v kombinaciji s partnerskim 
proteinom PlyB. 
 
Bhat in sod. (2015) so odkrili, da se glivni egerolizini EryA, Oly in PlyA2 vežejo na vezikle 
sestave CPE:Hol (1:1). Izmed njih je bil PlyA2 edini, ki se je vezal na vezikle sestave 
CPE:fosfatidilholin (1:1). Ker je aminokislinsko zaporedje PlyA2 v 80 % identično 
aminokislinskemu zaporedju Oly in EryA (Bhat v sod., 2013), smo sklepali, da bo njegova 
vezava podobna vezavi njemu sorodnih egerolizinov. 
 
CPE je najbolj zastopan sfingolipid v membranah nekaterih nevretenčarjev in praživali, v 
membranah vretenčarjev pa se nahaja samo v sledovih (Bhat in sod., 2015). Sposobnost 
vezave določenih egerolizinov na CPE odpira novo področje potencialne uporabe omenjenih 
proteinov za označevanje in zatiranje škodljivih organizmov, ki v svojih membranah 
vsebujejo CPE. Zaradi pretirane uporabe zdravju škodljivih pesticidov in z njimi povezanega 
okoljskega onesnaževanja, razvoj stremi k uporabi neškodljivih biopesticidov. Kombinacija 
egerolizinov in MACPF proteinov bi se v takem primeru izkazala za ustrezno in neškodljivo 
varianto insekticida. 
 
Najprej smo vezavo izbranih egerolizinov na različne lipidne vezikle preverili s testom 
sedimentacije MLV in nato še s SPR. Izkazalo se je, da rezultati testa sedimentacije MLV 
dobro sovpadajo z rezultati SPR, z izjemo egerolizina RahU. Rezultati testa sedimentacije 
MLV kot tudi SPR so pokazali, da se glivni egerolizin NigA2 ne veže na nobene izmed 
izbranih veziklov. Tako ni niti najvišja testirana vsebnost CPE v veziklih zadostovala za 
uspešno vezavo. Egerolizin RahU se je, sodeč po rezultatih testa sedimentacije, vezal na 
vezikle z 20 molskih % CPE in več, na vezikle z β-sit in Hol ter na vezikle s 40 in 50 molskih 
% Hol, medtem ko pri testiranju vezave s SPR, vezave na vezikle v nobenem primeru ni 
bilo. V primeru PlyA2 sta test sedimentacije MLV in SPR pokazala, da se ta egerolizin veže 
na vse liposome z različnim deležem CPE, z izjemo veziklov z 1 molskim % CPE. Pri SPR 
je bil razviden trend, da se je s povečevanjem molskega deleža CPE v veziklih, izboljševala 
jakost vezave. 
 
Čeprav smo pričakovali eno liso pri SU ali SE, so rezultati testa sedimentacije MLV v večini 
primerov razkrili pojav lise pri obeh, z razliko v intenziteti. Razlogov za to je lahko več. 
Eden izmed njih je lahko na račun samega pipetiranja. Po centrifugiranju iz epice s SE nismo 
odpipetirali celotnega volumna SU. Malo SU je zato ostalo v epici s SE, zaradi česar smo 
dobili šibke lise tudi pri tistih SE, kjer jih drugače nismo pričakovali. V določenih primerih 
je moč zaznati bistveno razliko v sami intenziteti lise med SE in SU. Lahko, da je k tem 
razlikam botrovala tudi sama jakost vezave proteina. Nekateri proteini se močno vežejo, spet 
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drugi šibkeje. Za RahU je bilo ugotovljeno, da se nanj veže Tris (v tridimenzionalni zgradbi 
proteina RahU je bila vidna molekula Tris-a) (Tea Lenarčič, doktorsko delo). Molekula Tris-
a ima tetrahedralno razporeditev atomov, kar velja tudi za holin v lizofosfatidilholinu (Tea 
Lenarčič, doktorsko delo), na katerega se veže RahU (Rao in sod., 2008). Zato sklepamo, da 
Tris izpodbija vezavo RahU z drugimi lipidi, saj zasede njegovo vezavno mesto za lipide. 
Tris je bil eden izmed sestavin pufra, v katerem smo pripravili MLV. Zaradi dane ugotovitve 
predvidevamo, da bi se lahko Tris vezal tudi na ostala dva egerolizina NigA2 in PlyA2, ki 
smo ju uporabili v magistrskem delu. Na pojav obeh lis in razliko v njihovi intenziteti bi 
lahko vplivala tudi uporabljena koncentracija proteinov. Pri SPR smo vezavo proteinov na 
SUV testirali samo v eni koncentraciji (1 μM), medtem ko so bili pri testu sedimentacije 
MLV uporabljeni egerolizini v različnih koncentracijah. Zato se je verjetno RahU, glede na 
rezultate testa sedimentacije, vezal na vezikle z 20 molskih % CPE in več, na vezikle z β-sit 
in Hol ter na vezikle s 40 in 50 molskih % Hol, medtem ko pri SPR vezave na omenjene 
vezikle nismo opazili. Sara Podržaj je v svojem magistrskem delu na SPR testirala vezavo 
EryA na izbrane LUV v dveh različnih koncentracijah – 1 in 5 μM (vezava se je občutno 
povečala s povišanjem koncentracije proteina). V prihodnje bi se lahko za testiranje vezave 
proteinov na SPR uporabilo višjo koncentracijo. 
 
PlyA2 se je vezal na vse vezikle z različnimi steroli. V primeru veziklov s 7-deh in β-sit se 
je vezal najmočneje, medtem ko se je njegova vezava zmanjšala pri veziklih s Sti, Lan in 
Hol. PlyA2 se je na vezikle z Erg in 5-h-3, v primerjavi z ostalimi steroli, najšibkeje vezal. 
Bhat in sod. (2013) so s sedimentacijskim testom preverili vezavo fuzijskega proteina 
PlyA2-EGFP na ekvimolarne mešanice SM in različnih sterolov. Visoko vezavno afiniteto 
so zaznali pri veziklih s Hol, β-sit in 7-deh, šibko pri Erg in nobene vezave pri veziklih z 
Lan, 6-ketoholestanolom in epiholesterolom. Te ugotovitve so poudarile pomembnost 
stereokemijske konfiguracije 3-hidroksilne skupine na sterolu. Modifikacija sterolnega repa 
je imela malo vpliva, medtem ko so večje skupine na A in B obroču sterolnega ogrodja 
popolnoma odpravile vezavo PlyA2-EGFP. Naši rezultati niso povsem sovpadali z 
ugotovitvami Bhat in sod. (2013), saj so omenjeni zaznali šibko vezavno afiniteto pri Erg in 
nobene v primeru Lan. Sicer se sestave veziklov razlikujejo, toda v osnovi smo sklepali, da 
bo vpliv sterolne komponente enak. Rezultati vezave PlyA2 in OlyA (Ivana Pavlic, 
diplomsko delo) so si med seboj podobni, kar se sklada tudi z njuno strukturno podobnostjo. 
Če tako primerjamo naše rezultate z rezultati Bhat in sod. (2015), kjer so opazili vezavo Oly 
na vezikle CPE s Hol, β-sit, Sti, 7-deh, Erg in Lan (CPE:sterol (1:1)), naši rezultati sovpadajo 
z njihovimi kar se tiče sterolne komponente. Po drugi strani so Rebolj in sod. (2006) preverili 
vezavo Oly na liposome, sestavljene iz ekvimolarnega razmerja SM in različnih sterolov. 
Ugotovili so, da sta vezava na membrane in litična aktivnost proteina odvisni od proste 
sterolne 3β-OH skupine in se zmanjšata z dodano dvojno vezjo ter metilacijo steroidnega 
ogrodja ali C17-izooktilne verige. V primerjavi z ostalimi steroli se je Oly najmočneje vezal 
na vezikle sestave SM:Hol (1:1). Rezultati SPR so razkrili visok odziv veziklov s Sti (drugi 
po vrsti za Hol), toda 50 % signala se je izgubilo v naslednjem koraku disociacije, kar 
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nakazuje na šibko interakcijo z Oly. V nasprotju z omenjenimi vezikli, je pri SUV z Erg, β-
sit in 7-deh večino signala po disociaciji ostalo. Oly se je zelo šibko vezal z vezikli, ki 
vsebujejo Lan, 5-h-3 in holesteril acetat. Na podlagi SPR rezultatov, ki so jih dobili Rebolj 
in sod. (2006) smo pričakovali, da se bo izmed izbranih sterolov, PlyA2 najmočneje vezal 
na Hol. V našem primeru smo najmočnejšo vezavo opazili z vezikli, ki so vsebovali 7-deh 
in β-sit. Hol se je po jakosti vezave nahajal šele za Sti in Lan. Šibka vezava 5-h-3 je 
sovpadala z ugotovitvami Rebolj in sod. (2006). Erg bi se moral po jakosti vezave nahajati 
nekje na sredini, pri nas pa se je poleg 5-h-3 najšibkeje vezal. Razlike med našimi rezultati 
ter rezultati Rebolj in sod. (2006) so torej opazne. Lahko da sta uporaba drugega, sicer 
strukturno podobnega egerolizina in drugačna sestava lipidnih veziklov vplivali na vezavo. 
Naši vezikli so poleg izbranega sterola vsebovali še POPC in CPE, namesto 50 molskih % 
SM. 
 
Vezavo PlyA2 smo opazili pri vseh štirih vrstah veziklov, v območju od 20 do 50 molskih 
% Hol, najmočnejšo pa v primeru 40 molskih %. Rezultati encimskih testov so pokazali, da 
vezikli s teoretičnimi 40 molskih % Hol vsebujejo več Hol (50 molskih %) od veziklov s 
teoretičnimi 50 molskih % Hol (45 molskih %). Zato je bila vezava pri veziklih s 40 molskih 
% Hol močnejša, kot v primerjavi z vezikli s 50 molskih % Hol. Rebolj in sod. (2006) so 
dokazali, da je za uspešno vezavo Oly in permeabilizacijo veziklov ključen tudi Hol. Vezava 
Oly na vezikle SM:Hol se pojavi nad 30 molskih % Hol, in se jakostno povečuje z višjim 
molskim deležem vse do 60 molskih % Hol. Medtem, ko se je PlyA2 pri nas podobno vezal 
na vezikle s 40 in 50 molskih % Hol, kar je verjetno posledica dejanske količine Hol v 
veziklih, je bila pri Rebolj in sod. (2006) razlika med 40 in 50 molskimi % Hol očitna. 
Vezava PlyA2 na vezikle s 50 molskih % Hol ni povsem zanesljiva, saj smo pri pripravi 
omenjenih veziklov imeli težave. Najverjetneje pa je vzrok za razlike tudi sestava veziklov, 
saj so naši razen Hol vsebovali še CPE in POPC, Rebolj in sod. (2006) pa so uporabili 
vezikle, ki vsebujejo 50 molskih % SM. 
 
Čeprav smo pričakovali, da bodo naši rezultati SPR sovpadali z rezultati testa sproščanja 
kalceina iz SUV, smo med omenjenimi rezultati opazili razlike. Zanimivo je bilo videti, da 
se je, v odvisnosti od koncentracije PlyA2/PlyB, malenkost več kalceina sprostilo iz veziklov 
z 20 molskih % CPE in ne s 40 molskih % CPE, za razliko od SPR, kjer je bila vezava na 
vezikle s 40 molskih % CPE boljša. Pri lipidnih veziklih, napolnjenih s kalceinom nismo 
imeli ustrezne pozitivne kontrole, ker Triton X-100 ni razbil vseh veziklov in maksimalne 
količine sproščenega kalceina nismo mogli določiti. Predpostavili smo, da so vsi vezikli, ne 
glede na sestavo, na koncu v celoti popokali. Kar pa ni nujno res. Odstopanje SPR rezultatov 
in rezultatov testa sproščanja kalceina iz SUV je najverjetneje na račun tega. SPR je v tem 
primeru boljši pokazatelj, kako je z intenziteto vezave na vezikle z različno vsebnostjo CPE. 
Kljub temu, da smo vezikle z 1 molskim % CPE uporabili kot negativno kontrolo, se je v 
nasprotju z našim pričakovanjem pri najvišjih treh koncentracijah iz omenjenih veziklov 
sprostil kalcein. Ta rezultat ni tako presenetljiv, saj se je že večkrat izkazalo, da se ob 
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dodatku komponente B poveča afiniteta egerolizina do veziklov (Ivana Pavlic, diplomsko 
delo; Sara Podržaj, magistrsko delo; Panevska in sod., poslano v objavo). Zato je test 
sproščanja kalceina iz SUV z 1 molskim % CPE najverjetneje pozitiven, medtem ko pri SPR, 
kjer je bila prisotna samo komponenta A, vezave ni bilo. 50 odstotkov kalceina se je iz 
veziklov z različnimi steroli sprostilo v sledečem vrstnem redu: 7-deh, Lan, β-sit, Hol, Sti, 
Erg in nazadnje 5-h-3. Kar se tiče veziklov s 7-deh, Erg in 5-h-3 so rezultati sovpadali s SPR 
rezultati. Pri veziklih z Lan, β-sit, Hol in Sti pa so bila opazna odstopanja. Kot že prej 
omenjeno je najverjetneje razlog za odstopanja med rezultati SPR in testa sproščanja 
kalceina iz SUV neustrezna pozitivna kontrola. Poleg tega pa na sama odstopanja vpliva tudi 
ločena priprava kalceinskih veziklov. Posledično razmerja lipidov v kalceinskih veziklih 
niso bila enaka veziklom, ki smo jih uporabili za sedimentacijski test in kasneje še za SPR. 
Mogoče da se je v vezikle vgradilo več ali manj CPE, kot smo želeli in zato tudi niso bile 
dejanske vrednosti enake teoretičnim. Rebolj in sod. (2006) so tudi preverili 
permeabilizacijsko aktivnost Oly na vezikle SM:sterol (1:1). Sproščanje kalceina je bilo 
najhitrejše v prisotnosti Hol, kar sovpada tudi z njihovimi SPR rezultati. Temu so sledili 
vezikli z β-sit, 7-deh, Erg, Sti, Lan in nazadnje še 5-h-3. Tudi tu so opazne razlike med 
našimi in njihovimi rezultati, razen pri vezavi na vezikle, ki vsebujejo 5-h-3, na katere sta se 
tako Oly kot PlyA2 vezala najslabše. Kot že prej omenjeno so razlike med našimi rezultati 
ter rezultati Rebolj in sod. (2006) prisotne zaradi drugačne sestave veziklov (CPE in POPC 
namesto SM) in uporabe drugega egerolizina. Kljub temu, da je za uspešno porotvorno 
aktivnost potrebna najprej vezava PlyA2, ki jo gledamo pri SPR, in nato vezava PlyB za 
sprožitev tvorbe por, rezultatov vezave pri SPR in rezultatov kalceinskega testa med seboj 
ne moremo povsem enačiti. 
 
Encimski testi so razkrili, da pričakovana molska razmerja v lipidnih veziklih niso bila enaka 
ali primerljiva izračunanim (izjema so bili vezikli s sestavo CPE:Sti:POPC = 20:40:40). 
Neskladja med izračunanimi in pričakovanimi molskimi razmerji v veziklih so opazili tudi 
v diplomskem delu Ivane Pavlic. Zaradi neskladnosti rezultatov, ki smo jih dobili z uporabo 
prvotnega protokola encimskega testa za določanje količine CPE v veziklih (Barenholz in 
sod., 1977), smo se odločili za njegovo optimizacijo. Vsakič smo v samo izvedbo testa 
vključili novo spremembo in opazovali njen vpliv na dobljene rezultate (Preglednica 13). 
Eden izmed razlogov za odstopanja bi lahko bil vključenost TNBSA. Omenjeni reagent se 
uporablja za kvantifikacijo prostih amino skupin (Instructions TNBSA, 2018). Na podlagi 
protokola (Barenholz in sod., 1977) smo najprej absorbanco izmerili pri 410 nm. Brown 
(1968) je raziskal obnašanje TNBSA v različnih pogojih. Na podlagi danega protokola smo 
se odločili, da preverimo vpliv različnih valovnih dolžin na merjenje absorbance in 
zmanjšamo koncentracijo TNBSA. Med preizkušanjem valovnih dolžin v razponu od 350 
nm do 410 nm se je izkazalo, da se vrednost absorbance povečuje z zmanjševanjem valovne 
dolžine (Slika 6). Po dodanem optimizacijskem koraku smo meritve začeli izvajati pri 350 
nm. Vseeno predlagamo, da se v prihodnje meritve izvajajo še pri nižji valovni dolžini, tj. 
340 nm (Brown, 1968). Prav tako smo mnenja, da bi se lahko koncentracijo TNBSA še 
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dodatno zmanjšalo (na 0,1 %). V enem izmed optimizacijskih korakov smo poenotili 
količine redčin glicina za umeritveno krivuljo in MLV, ostale količine raztopin pa so ostale 
enake. Kljub vsem izvedenim spremembam, je bilo med izračunanimi in teoretičnimi 
molskimi razmerji še vedno veliko odstopanj. Ker je v protokolu dodan detergent Triton X-
100 za razbitje liposomov, bi lahko spremenili tudi njegovo količino. Lahko da ga je bilo 
premalo in zato ni prišlo do razbitja vseh plasti v veziklih, to pa bi se lahko odrazilo tudi na 
samih rezultatih. Pomislili smo tudi na samo občutljivost spektrofotometra kot potencialni 
razlog za tolikšna odstopanja med razmerji, vendar smo to domnevo opustili. 
 
Količino POPC v naših veziklih smo izmerili z uporabo kompleta LabAssay Phospholipid. 
Vsebnosti Hol in ostalih sterolov pa smo določili s pomočjo kompleta Free Cholesterol E. 
Omenjena testa se uporabljata za določanje količine fosfolipidov in Hol v serumu. Ker gre 
za krvna testa, je njihova uporaba za določanje količine lipidov v naših veziklih najverjetneje 
manj primerna in natančna. Prav tako smo prišli do enakega zaključka kot v diplomskem 
delu Karmen Selan, da test za določanje vsebnosti Hol ni primeren za ostale sterole. 
Absorbance izbranih sterolov so bile nižje, v primeru 5-h-3 in Lan pa smo dobili neustrezne 
umeritvene krivulje in posledično nismo mogli določiti celotnega molskega razmerja v 
omenjenih veziklih. 
 
Sklepamo, da so odstopanja med izračunanimi in pričakovanimi vrednostmi lipidov v 
veziklih tudi na račun same priprave. Verjetno se je v liposome vgradila višja ali nižja 
količina CPE in posledično se je podrlo tudi razmerje med Hol ter POPC, ki bi moralo biti 
enako. Težave smo imeli pri pripravi MLV z različno vsebnostjo CPE. CPE se ni povsem 
raztopil v mešanici kloroforma in metanola, ampak se je pogosto obarjal. Zato smo 
stekleničko pred vsakim injiciranjem za nekaj sekund postavili na električni grelnik, da se je 
raztopina zbistrila. Poleg tega smo imeli težave med pripravo dvojih veziklov, sestave 
CPE:Hol:POPC = 20:30:50 in 20:50:30 (Slika 5). Sklepamo, da je do nastanka gelu podobne 
strukture prišlo zato, ker so lipidi obdali nekaj v vzorcu prisotnega kloroforma in se zato 
oborili. Prav tako sta CPE in Hol problematična zaradi svoje strukture, saj imata negativno 
ukrivljenost. Lipidi z majhnimi hidrofilnimi glavami in relativno večjimi hidrofobnimi 
domenami imajo negativno spontano ukrivljenost ter so podvrženi tvorbi konkavnih struktur 
na stiku med lipidi in vodo. Lipidi nasprotne molekulske konformacije imajo pozitivno 
ukrivljenost in oblikujejo konveksne, micelom podobne strukture (Churchward in sod., 
2008). 
 
Kljub temu, da smo z encimskimi testi izračunali drugačne vrednosti so rezultati testa 
sedimentacije MLV in SPR sovpadali z našimi pričakovanji – višji kot je delež CPE v 
veziklih, boljša je vezava z egerolizinoma PlyA2 in RahU. Tu se nam je porodilo vprašanje, 
ali se lahko na izračune encimskih testov povsem zanesemo. Kot že omenjeno sta 
komercialna testa za določanje količine Hol in POPC za naše vezikle najverjetneje manj 
primerna in ustrezna, sam protokol za določanje količine CPE pa ostaja nepopolno 
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optimiziran. V prihodnje predlagamo še dodatne izboljšave, saj je v sam test CPE vpletenih 
veliko reagentov in korakov, ki lahko vplivajo na merjenje. Najboljša rešitev bi bila razvitje 
specifičnega testa za enostavno merjenje količine CPE v lipidnih veziklih, pri čemer bi 
umeritvena krivulja temeljila na CPE (test bi lahko temeljil na pretvorbi CPE v barven 
produkt, ki bi se ga spektrofotometrično ovrednotilo). 
 
Posnetki, narejeni s TEM, razkrivajo SUV neenakomernih velikosti in oblik, kar je lahko 
posledica zlivanja. SUV so že po naravi nestabilni in se spontano združujejo v večje vezikle, 
če so shranjeni pod temperaturo faznega prehoda (Liposome Preparation, 2018). Velikosti 
izbranih SUV se gibljejo v območju od 68,77 nm do največ 115,03 nm. Sklepamo, da je do 
pojava velikostnih razlik prišlo tudi na račun samega soniciranja. Čas soniciranja namreč 
vpliva na velikost veziklov (Lapinski in sod., 2007). Prav tako je težko reproducirati pogoje 
soniciranja, saj razlike v velikosti med vezikli, proizvedenimi v različnih časovnih intervalih, 
niso nekaj neobičajnega (Liposome Preparation, 2018). 
 
Na podlagi vseh rezultatov, ki smo jih dobili tekom izdelave magistrskega dela, lahko 
povzamemo, da je izmed vseh treh proteinov NigA2 (za vezavo potrebuje največ CPE, tj. 50 
molskih %) najmanj ustrezen egerolizin za označevanje nižje razvitih organizmov, ki v 
svojih membranah vsebujejo CPE. Med rezultati vezave egerolizina RahU na naše vezikle, 
pridobljenimi z dvema različnima metodama, so bila opazna odstopanja. Sedimentacijski 
test je razkril, da se RahU veže na vezikle z 20 molskih % CPE ali več, pri testirani 
koncentraciji (1 µM) s SPR pa se RahU na vezikle z 20 in 40 molskih % CPE ni vezal. Zato 
smo mnenja, da je RahU (za vezavo potrebuje vsaj 20 molskih % CPE) manj ustrezen 
egerolizin za označevanje nižje razvitih organizmov, ki v svojih membranah vsebujejo CPE. 
Po drugi strani pa je glivni egerolizin PlyA2 najprimernejši marker za označevanje CPE. 
Ivana Pavlic je v svojem diplomskem delu odkrila, da je za vezavo egerolizina OlyA 
potrebnih najmanj 1 molski % CPE in več kot 30 molskih % Hol. V našem primeru je test 
sedimentacije MLV razkril vezavo PlyA2 na vezikle z najmanj 5 molskih % CPE in 30 
molskih % Hol, kar je bilo z metodo SPR potrjeno v članku Panevska in sod. (poslano v 
objavo). Rezultati vezave OlyA (Ivana Pavlic, diplomsko delo) in PlyA2 so si torej med 
seboj zelo podobni. PlyA2 lahko v kombinaciji s partnerskim proteinom PlyB uporabimo za 
zatiranje škodljivcev, saj skupaj permeabilizirata membrane veziklov, ki v svoji sestavi 
vsebujejo CPE (najvišje tri koncentracije PlyA2/PlyB so tudi povzročile sproščanje kalceina 
iz veziklov z 1 % CPE). 
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 Egerolizin PlyA2 se veže na lipidne vezikle, sestavljene iz različnega deleža CPE ali Hol 
(za uspešno vezavo je potrebnih vsaj 5 molskih % CPE in 30 molskih % Hol) 
 
 Egerolizin PlyA2 se veže na lipidne vezikle, sestavljene iz CPE in sterolov 5-h-3, 7-deh, 
β-sit, Erg, Lan in Sti (najmočneje se veže s 7-deh in β-sit, šibko pa se veže na Erg in 5-h-
3) 
 
 Egerolizin PlyA2 v kombinaciji s PlyB permeabilizira membrane lipidnih veziklov, ki v 
svoji sestavi vsebujejo CPE in različne sterole 
 
 Egerolizin RahU se šibko veže na lipidne vezikle, ki vsebujejo 20 molskih % CPE in več, 
vsaj 40 molskih % Hol in na lipidne vezikle z β-sit 
 
 Egerolizin NigA2 se ne veže na lipidne vezikle, sestavljene iz različnega deleža CPE ali 
Hol, kot tudi ne na lipidne vezikle, sestavljene iz CPE in različnih sterolov 
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7 POVZETEK 
Pomembna lastnost egerolizinov je vezava na različne lipide, lipidne vezikle ali lipidne 
dvosloje. Ti proteini lahko neposredno tvorijo pore, ali pa v kombinaciji s partnerskim 
proteinom z domeno MACPF delujejo kot tvorci por. Zato se jih lahko uporabi kot markerje 
za označevanje specifičnih membranskih lipidov in membranskih raftov ter za zatiranje 
nekaterih škodljivih organizmov. Za nekatere egerolizine je bilo odkrito, da se vežejo na 
CPE, najbolj zastopan sfingolipid v membranah nevretenčarjev in praživali. V sklopu 
magistrskega dela smo se osredotočili na tri različne egerolizine: NigA2 iz nitaste glive 
Aspergillus niger, PlyA2 iz gobe Pleurotus eryngii in RahU iz bakterije Pseudomonas 
aeruginosa. Vezavo omenjenih egerolizinov na lipidne vezikle, sestavljene iz različnega 
deleža CPE, Hol ali drugih sterolov, smo preverili s testom sedimentacije in metodo SPR. S 
fluorimetričnim testom sproščanja kalceina iz lipidnih veziklov z različno sestavo, smo 
spremljali permeabilizacijsko aktivnost egerolizina PlyA2 v kombinaciji s partnerskim 
proteinom PlyB. Odkrili smo, da sta NigA2 in RahU manj primerna egerolizina za 
označevanje nižje razvitih organizmov, ki v svojih membranah vsebujejo CPE. Po drugi 
strani pa je PlyA2 najprimernejši marker za označevanje CPE. Za uspešno vezavo PlyA2 na 
lipidne vezikle je potrebnih vsaj 5 molskih % CPE in 30 molskih % Hol. Omenjeni egerolizin 
se prav tako veže na lipidne vezikle, sestavljene iz CPE in različnih sterolov (najmočnejšo 
vezavo smo zaznali v primeru 7-deh in β-sit). PlyA2 v kombinaciji s PlyB permeabilizira 
membrane lipidnih veziklov, ki v svoji sestavi vsebujejo CPE in različne sterole. Izbrana 
kombinacija predstavlja potencialno neškodljivo varianto bioinsekticida za zatiranje 
škodljivcev, ki v svojih membranah vsebujejo CPE. Kljub temu pa je potrebnega še veliko 
časa in dodatnega raziskovanja, da bi se to v prihodnosti uresničilo. 
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Časovni potek sproščanja kalceina po permeabilizaciji majhnih unilamelarnih veziklov z 
različno vsebnostjo CPE s kombinacijo PlyA2 in PlyB (CPE: ceramid fosfoetanolamin, Hol: 
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Časovni potek sproščanja kalceina po permeabilizaciji majhnih unilamelarnih veziklov z 
različnimi steroli s kombinacijo PlyA2 in PlyB (CPE: ceramid fosfoetanolamin, 5-h-3: 5-
holesten-3-on, 7-deh: 7-dehidroholesterol, β-sit: β-sitosterol, Erg: ergosterol, Hol: 
holesterol, Lan: lanosterol, Sti: stigmasterol, POPC: palmitoil-oleoil fosfatidilholin, PlyA2: 
pleurotolizin A2 in PlyB: pleurotolizin B) 
 
 
